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Résumé	  
En lien avec l’augmentation constante de l’obésité, de plus en plus de personnes 
sont atteintes de résistance à l’insuline ou de diabète de type 2. Ce projet doctoral s’est 
surtout intéressé à l’une des conséquences majeures des pathologies cardiométaboliques, 
soit la dyslipidémie diabétique. À cet égard, les gens présentant une résistance à l’insuline 
ou un diabète de type 2 sont plus à risque de développer des perturbations lipidiques 
caractérisées essentiellement par des taux élevés de triglycérides et de LDL-cholestérol 
ainsi que de concentrations restreintes en HDL-cholestérol dans la circulation. Les risques 
de maladies cardiovasculaires sont ainsi plus élevés chez ces patients. Classiquement, trois 
organes sont connus pour développer l’insulino-résistance : le muscle, le tissu adipeux et le 
foie. Néanmoins, certaines évidences scientifiques commencent également à pointer du 
doigt l’intestin, un organe critique dans la régulation du métabolisme des lipides 
postprandiaux, et qui pourrait, conséquemment, avoir un impact important dans l’apparition 
de la dyslipidémie diabétique. De façon très intéressante, des peptides produits par 
l’intestin, notamment le GLP-1 (glucagon-like peptide-1), ont déjà démontré leur potentiel 
thérapeutique quant à l’amélioration du statut diabétique et leur rôle dans le métabolisme 
intestinal lipoprotéinique. Une autre évidence est apportée par la chirurgie bariatrique qui a 
un effet positif, durable et radical sur la perte pondérale, le contrôle métabolique et la 
réduction des comorbidités du diabète de type 2, suite à la dérivation bilio-intestinale. Les 
objectifs centraux du présent programme scientifique consistent donc à déterminer le rôle 
de l’intestin dans (i) l’homéostasie lipidique/lipoprotéinique en réponse à des 
concentrations élevées de glucose (à l’instar du diabète) et à des peptides gastro-intestinaux 
tels que le PYY (peptide YY); (ii) la coordination du métabolisme en disposant de l’AMPK 
(AMP-activated protein kinase) comme senseur incontournable permettant l’ajustement 
précis des besoins et disponibilités énergétiques cellulaires; et (iii) l’ajustement de sa 
capacité d’absorption des graisses alimentaires en fonction du gain ou de la perte de sa 
sensibilité à l’insuline démontrée dans les spécimens intestinaux humains prélevés durant la 
chirurgie bariatrique.  
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Dans le but de confirmer le rôle de l’intestin dans la dyslipidémie diabétique, nous 
avons tout d’abord utilisé le modèle cellulaire intestinal Caco-2/15. Ces cellules ont permis 
de démontrer qu’en présence de hautes concentrations de glucose en basolatéral, telle qu’en 
condition diabétique, l’intestin absorbe davantage de cholestérol provenant de la lumière 
intestinale par l’intermédiaire du transporteur NPC1L1 (Niemann Pick C1-like 1). 
L’utilisation de l’ezetimibe, un inhibiteur du NPC1L1, a permis de contrecarrer cette 
augmentation de l’expression de NPC1L1 tout comme l’élévation de l’absorption du 
cholestérol, prouvant ainsi que le NPC1L1 est bel et bien responsable de cet effet.  
D’autre part, des travaux antérieurs avaient identifié certains indices quant à un rôle 
potentiel du peptide intestinal PYY au niveau du métabolisme des lipides intestinaux. 
Toutefois, aucune étude n’avait encore traité cet aspect systématiquement. Pour établir 
définitivement l’aptitude du PYY à moduler le transport et le métabolisme lipidique dans 
l’intestin, nous avons utilisé les cellules Caco-2/15. Notre étude a permis de constater que 
le PYY incubé du côté apical est capable de réduire significativement l’absorption du 
cholestérol et le transporteur NPC1L1.  
Puisque le rôle de l'AMPK dans l'intestin demeure inexploré, il est important non 
seulement de définir sa structure moléculaire, sa régulation et sa fonction dans le 
métabolisme des lipides,  mais aussi d'examiner l'impact de l’insulino-résistance et du 
diabète de type 2 (DT2) sur son statut et son mode d’action gastro-intestinal. En employant 
les cellules Caco-2/15, nous avons été capables de montrer (i) la présence de toutes les 
sous-unités AMPK (α1/α2/β1/β2/γ1/γ2/γ3) avec une différence marquée dans leur 
abondance et une prédominance de l’AMPKα1 et la prévalence de l’hétérotrimère 
α1/β2/γ1; (ii) l’activation de l’AMPK par la metformine et l’AICAR, résultant ainsi en une 
phosphorylation accrue de l’enzyme acétylCoA carboxylase (ACC) et sans influence sur 
l'HMG-CoA réductase; (iii) la modulation négative de l’AMPK par le composé C et des 
concentrations de glucose élevées avec des répercussions sur la phosphorylation de l’ACC. 
D’autre part, l’administration de metformine au Psammomys obesus, un modèle animal de 
diabète et de syndrome métabolique, a conduit à (i) une régulation positive de l’AMPK 
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intestinale (phosphorylation de l’AMPKα-Thr172); (ii) la réduction de l'activité ACC; (iii) 
l’augmentation de l’expression génique et protéique de CPT1, supportant une stimulation 
de la β-oxydation; (iv) une tendance à la hausse de la sensibilité à l'insuline représentée par 
l’induction de la phosphorylation d'Akt et l’inactivation de la phosphorylation de p38; et (v) 
l’abaissement de la formation des chylomicrons ce qui conduit à la diminution de la 
dyslipidémie diabétique. Ces données suggèrent que l'AMPK remplit des fonctions clés 
dans les processus métaboliques de l'intestin grêle. 
La preuve flagrante de l’implication de l’intestin dans les événements 
cardiométaboliques a été obtenue par l’examen des spécimens intestinaux obtenus de sujets 
obèses, suite à une chirurgie bariatrique. L’exploration intestinale nous a permis de 
constater chez ceux avec un indice HOMA élevé (marqueur d’insulinorésistance) (i) des 
défauts de signalisation de l'insuline comme en témoigne la phosphorylation réduite d'Akt 
et la phosphorylation élevée de p38 MAPK; (ii) la présence du stress oxydatif et de 
marqueurs de l'inflammation; (iii)  la stimulation de la lipogenèse et de la production des 
lipoprotéines riches en triglycérides avec l’implication des protéines clés FABP, MTP et 
apo B-48. 
 En conclusion, l'intestin grêle peut être classé comme un tissu insulino-sensible et 
répondant à plusieurs stimuli nutritionnels et hormonaux. Son dérèglement peut être 
déclenché par le stress oxydatif et l'inflammation, ce qui conduit à l'amplification de la 
lipogenèse et la synthèse des lipoprotéines, contribuant ainsi à la dyslipidémie athérogène 
chez les patients atteints du syndrome métabolique et de diabète de type 2. 
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Abstract	  
In relation with the constant increase in obesity, more and more people suffer from 
insulin resistance and type 2 diabetes (DT2). This doctoral research program especially 
emphasizes lipid disorders, one of the major consequences of cardiometabolic diseases. In 
this respect, people with insulin resistance or DT2 are at higher risk of developing lipid 
disturbances characterized mainly by high levels of triglycerides and LDL-cholesterol 
concentrations and HDL cholesterol in the blood circulation. The risks of cardiovascular 
disease are higher in these patients. 
Classically, three organs are known to develop insulin resistance: muscle, adipose 
tissue and liver. Nevertheless, important studies begin to point out the small intestine as a 
major organ in the regulation of postprandial lipids, which may have a significant impact 
on the development of diabetic dyslipidemia. In addition, the intestine produces peptides, 
including GLP-1 (glucagon-like peptide-1), that have already demonstrated their 
therapeutic potential with regard to diabetic status and intestinal lipoprotein metabolism. 
Further evidence is also is provided by the advent of bariatric surgery that has a positive 
effect on radical and sustainable weight loss, metabolic control and reduction of 
comorbidities of DT2, following biliopancreatic diversion.  
The central objectives of this scientific program are therefore to determine the role 
of the intestine in (i) lipid/ lipoprotein homeostasis in response to high concentrations of 
glucose (mimicking diabetes) and to gastrointestinal peptides such as PYY; (ii) the 
coordination of metabolism by involving AMPK (AMP-activated protein kinase) as an 
essential sensor for fine tuning of cellular energy needs; and (iii) adjusting absorption 
capacity of dietary fat in the gain or loss of insulin sensitivity demonstrated in intestinal 
specimens collected during bariatric surgery. 
In order to confirm the role of the intestine in diabetic dyslipidemia, we first used 
the intestinal Caco-2/15 cell model. The use of this epithelial cell line has shown a marked 
stimulation of cholesterol uptake via the transporter NPC1L1 (Niemann-Pick C1-like 1) in 
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the presence of high glucose concentrations (as is the case in diabetic conditions) in 
basolateral compartment (compared to apical). The use of ezetimibe, an inhibitor of 
NPC1L1, helped to counteract this elevation of cholesterol absorption, thus proving that 
NPC1L1 is indeed behind this effect. 
If previous reports have identified some clues as to the potential role of intestinal 
PYY (peptide YY) in lipid metabolism disorders, no study has yet addressed this issue 
systematically. To definitively establish the ability of PYY to modulate lipid transport and 
metabolism in the intestine, we have used Caco-2/15 cells. Our recent investigation has 
shown that PYY (administered in the apical compartment) is able to significantly reduce 
cholesterol absorption via NPC1L1 transporter. 
Since the role of AMPK in the intestine remains unexplored, it is important to 
define not only its molecular structure, regulation and function in lipid metabolism, but also 
its impact on insulin resistance and T2D on its status and mode of action in the 
gastrointestinal tract. Using Caco-2/15 cells, we have been able to show (i) the presence of 
all AMPK subunits (α1/α2/β1/β2/γ1/γ2/γ3) with a marked difference in their abundance, 
but with a predominance of AMPKα1 and the prevalence of α1/β2/γ1 heterotrimer; (ii) the 
activation of AMPK by metformin and AICAR, resulting in increased phosphorylation of 
the downstream target acetylCoA carboxylases (ACC) without no influence on HMG-CoA 
reductase; (iii) the negative modulation of AMPK by compound C and glucose 
concentrations with high impact on ACC phosphorylation. On the other hand, 
administration of metformin to Psammomys obesus with insulin resistance and T2D led to 
(a) an upregulation of intestinal AMPK signaling pathway essentially typified by ascending 
AMPKα-Thr172 phosphorylation; (b) a reduction in ACC activity; (c) an elevation in the gene 
and protein expression of CPT1, supporting a stimulation of β-oxidation; (d) a trend of 
increase in insulin sensitivity portrayed by augmentation of Akt and GSK3β 
phosphorylation; (e) an inactivation of the stress-responsive p38-MAPK and /ERK1/2 
exemplified by their phosphorylation lessening; and (f) a decrease in diabetic dyslipidemia 
following lowering  of intracellular events that govern lipoprotein assembly. Therefore 
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these data suggest that AMPK fulfills key functions in metabolic processes in the small 
intestine.  
The clear evidence for the involvement of the gut in cardiometabolic events has 
been obtained through the scrutiny of intestinal specimens obtained from obese subjects 
after bariatric surgery. Intestine of insulin-resistant subjects shows defects in insulin 
signaling as demonstrated by reduced Akt phosphorylation but increased p38 MAPK 
phosphorylation. These defects were accompanied with increased oxidative stress and 
inflammation markers in intestine of insulin-resistant subjects. Enhanced de novo 
lipogenesis rate and apo B-48 biogenesis along with increased triglyceride-rich lipoprotein 
production was also observed in the intestine of insulin-resistant subjects. Concomitantly, 
fatty acid binding proteins (FABP) and microsomal transfer protein (MTP) expression was 
increased in the intestine of insulin-resistant subjects. In conclusion, the small intestine may 
be classified as an insulin-sensitive tissue. Its deregulation, possibly triggered by oxidative 
stress and inflammation, may lead to amplification of lipogenesis and lipoprotein synthesis 
and may therefore represent a key mechanism for atherogenic dyslipidemia in patients with 
metabolic syndrome and T2D. 
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  Introduction	  
L’obésité est un problème majeur de santé publique. Malheureusement, sa 
prévalence est de plus en plus grande à travers le monde, et ce même auprès de la 
population pédiatrique. De nombreuses complications métaboliques sont associées à 
l’obésité et incluent la résistance à l’insuline, le diabète de type 2 (DT2), les dyslipidémies, 
l’hypertension, les maladies cardiovasculaires, la stéatose hépatique ainsi que certains 
cancers.  
 
Le présent projet s’est intéressé plus particulièrement au lien entre la résistance à 
l’insuline, le DT2 et la dyslipidémie qui leur est associée. Il est admis que le surpoids et 
l’obésité sont définis par une augmentation du tissu adipeux, un organe endocrinien. En 
association avec l’excès de masse adipeuse, une plus grande quantité d’acides gras libres 
(libérée par le tissu adipeux) se retrouve dans la circulation chez les personnes obèses, ce 
qui favorise l’établissement d’une résistance à l’insuline, l’étape préliminaire du DT2. Les 
trois organes classiquement identifiés comme pouvant développer une résistance à 
l’insuline sont le foie, le tissu adipeux et le muscle. De façon très intéressante, certains 
travaux récents commencent aussi à explorer l’intestin, un organe majeur impliqué dans le 
métabolisme lipoprotéinique et lipidique. Indubitablement, des études additionnelles sont 
requises afin d’élucider cet aspect. 
 
Dans cette optique, ces études doctorales avaient pour but de préciser le statut et le 
rôle de l’intestin lors de situations métaboliques anormales, et d’établir si l’intestin peut 
développer une résistance à l’insuline et influencer le métabolisme des lipides, contribuant 
ainsi aux dyslipidémies caractéristiques à l’obésité, à la résistance à l’insuline et au DT2. 
Nous espérons que ce projet nous amènera vers une conception plus claire de la 
contribution de l’intestin dans les conditions de résistance à l’insuline et de DT2 ainsi qu’à 
une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la dyslipidémie diabétique 
afin de développer des méthodes d’intervention toujours plus efficaces.  
	  	  
	  
2
1 Les	  classes	  de	  cellules	  intestinales	  
 
Si l’intestin a longtemps été considéré comme un organe passif, il s’avère qu’il est 
décrit aujourd’hui comme un organe complexe, hautement spécialisé et indispensable à une 
multitude de fonctions assurant notre santé. L’intestin est généralement réparti en deux 
sections, l’intestin grêle et le gros intestin (côlon) qui  assure majoritairement l’absorption 
d’eau et d’électrolytes. L’intestin grêle relie l’estomac et le gros intestin et se divise en trois 
parties, soit le duodénum, le jéjunum et l’iléon. La fonction principale de l’intestin grêle est 
l’absorption et, afin d’accroitre sa surface,  il se dote de villosités, tapissées elles-mêmes de 
microvillosités. L’intestin assure également des rôles cruciaux dans la digestion des 
aliments ainsi que dans la protection contre l’entrée d’agents pathogènes dans notre 
organisme. L’intégrité fonctionnelle de l’intestin est donc primordiale pour notre bien-être.  
 
Quatre classes majeures de cellules, toutes dérivées des cellules souches localisées à 
la base des cryptes intestinales, assurent le bon maintien de l’homéostasie de l’intestin. Il 
s’agit des entérocytes, des cellules endocrines, des cellules caliciformes et des cellules 
immunitaires. Ce chapitre s’intéresse à leurs principales caractéristiques et à leurs fonctions 
spécifiques.  
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Figure 1. Les classes de cellules intestinales. Représentation schématique des différentes 
classes de cellules composant la muqueuse intestinale. Les quatre classes majeures y sont 
représentées soit les entérocytes, les cellules endocrines, les cellules caliciformes (ou 
cellules à gobelet) et les cellules immunitaires, représentées par les cellules de Paneth (Tiré 
de Moens et al.[1]). 
 
                                      
1.1 Les entérocytes  
Les entérocytes (ou cellules absorbantes) sont les cellules les plus répandues au 
cœur des villosités de l’intestin grêle et présentent un rapide renouvèlement cellulaire, 
c’est-à-dire tous les 4 à 5 jours[2]. Ces cellules cylindriques ont la particularité d’être 
reliées par des jonctions serrées et de former un épithélium qui ne possède qu’une seule 
couche de cellules qui sont recouvertes, sur leur pôle apical, de microvillosités[3]. Les 
entérocytes sont donc des cellules polarisées présentant un pôle apical du côté de la lumière 
between the luminal microbial community and the intes-
tinal surface can be considered the first line of defence
(Fig. 1). Glycoproteins, forming a mucosal layer, gradients
of immunoglobulins (IgA) and antimicrobial peptides
prevent the penetration of most bacteria. Although the
microbicidal action of antimicrobial peptides is often con-
sidered mild, concentrations in the crypts can reach levels
sufficient for strong bacterial lysis.11
The second line of defence is formed by the monolayer
of the ECs themselves (Fig. 1), interconnected through
tight junctions by which barrier permeability can be regu-
lated. This monolayer is composed of four lineages that
arise from a single epithelial stem cell; absorptive entero-
cytes, mucus-producing goblet cells, hormone-producing
enteroendocrine cells and the microbicidal factors-pro-
ducing Paneth cells. It was originally thought that these
epithelial cells only function to keep luminal microbes
from invading the sterile tissues. However, there exists a
much more intricate and mutual beneficial relationship
between ECs and the microbiota. The intestinal mucosa
encourages microbial colonization by providing an ideal
environment, and more directly by shifting its energy
source to favour some microbes over others. For example,
fucosylation of glycans allows some bacterial species,
which use this as their energy source, to outcompete oth-
ers.12 Once these species have gained a competitive
advantage and established themselves, they take control of
their environment. This involves the recruitment of
‘accessory’ species that offer benefits to the initial colo-
nists,13 and the induction of morphological changes to
the hosts’ intestinal barrier, e.g. the induction of bacterici-
dal factors that keep competitors at bay.14 The microbiota
in return enhances host nutrient metabolism, especially
via the breakdown of complex carbohydrates into mono-
saccharides and short-chain fatty acids, which regulate
growth and differentiation of the hosts’ ECs.
The lamina propria could be considered the fourth and
final barrier before systemic immunity is required.15 It lies
beneath the intestinal epithelium and is comprised of a
supportive layer of conjunctive tissue (Fig. 1). This con-
tains distinct lymphoid structures that can detect and
restrain microbes through the presence of dendritic cells,
macrophages and scattered lymphoid cells further sup-
ported by stromal cells. Most of the lymphoid tissue is
organized in several different structures, such as isolated
cryptopatches, aggregates termed isolated lymphoid folli-
cles, or in larger clusters more resembling lymph nodes,
the Peyer’s patches. CD4+ lymphoid tissue inducer (LTi)
cells and stromal organizer cells are crucial for the devel-
opment of lymphoid structures.16,17 The LTi cells are a
subtype of innate lymphoid cells. They derive from hae-
matopoietic progenitor cells in the fetal liver, seed the
developing lymphoid tissues during fetal development
and initiate the formation of lymphoid organs. Later in
life, a population of cells similar to embryonic LTi cells,
LTi-like cells, supports the formation of organized lym-
phoid structures in the intestine.16 Whereas differentia-
tion of Peyer’s patches is induced before birth by LTi
cells,17 isolated lymphoid follicles develop after birth in
response to the microbiota or inflammation.18–20 Notably,
the development of cryptopatches and intestinal lymph
nodes is independent of the stimulation by microorgan-
isms.21–23
The intraepithelial lymphoid cells
The epithelial layers of the mammalian surface lining
contain a specialized lymphoid population, the intraepi-
thelial lymphocytes (IELs), which are directly involved in
host defence as well as barrier maintenance; constituting
the third line of defence (Fig. 1). The IELs populate all
the body’s surfaces. They represent one of the largest lym-
phocyte populations found in mammals, yet are the least
well understood, and are a heterogeneous population
mainly composed of unconventional T cells. The IELs
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Figure 1. Structural organization of intestinal mucosa. Schematic
representation of the small intestinal mucosal barrier, consisting of a
mucosal layer (1) and gradients of IgA and antimicrobial factors, the
epithelial cells (2) made up of enterocytes, Paneth cells, goblet cells
and enteroendocrine cells, intraepithelial lymphocytes (3), and the
lamina propria (4). Additional secondary lymphoid structures, such
as cryptopatches and Peyers’ patches are present in the lamina
propria.
2 ! 2011 The Babraham Institute. Immunology ! 2011 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 135, 1–8
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intestinale et un pôle basolatéral à proximité de la circulation sanguine. Les entérocytes 
sont supportés par la lamina propria qui renferme les vaisseaux sanguins et lymphatiques.  
 
Les microvillosités des entérocytes forment une bordure en brosse et sont 
essentielles à l’amplification de la surface d’absorption de l’intestin en contact avec la 
lumière intestinale. Ainsi, l’eau, les électrolytes, les glucides, les lipides, les protéines et les 
vitamines liposolubles ont besoin de leur « machinerie » pour être absorbés et transportés 
jusqu’à la circulation sanguine[4, 5]. L’un des meilleurs exemples est certainement celui du 
métabolisme des lipides et du cholestérol dont la captation, le transport intracellulaire ainsi 
que la sécrétion en circulation sanguine sont étroitement régulés et nécessitent l’implication 
de protéines clés. Les entérocytes assurent aussi la formation et l’exocytose des 
chylomicrons, des véhicules indispensables au transport des lipides, du cholestérol et des 
vitamines liposolubles en circulation sanguine[4]. Les composantes propres au métabolisme 
des chylomicrons seront décrites plus précisément dans une section ultérieure, mais notons 
qu’un seul défaut dans l’une de ces composantes peut s’avérer des plus néfastes pour la 
santé globale entrainant, entre autres, une carence en acides gras essentiels et en vitamines 
liposolubles.  
 
Certaines pathologies peuvent directement affecter les entérocytes et perturber leur 
équilibre. C’est le cas de la maladie coeliaque (ou intolérance au gluten) qui provoque une 
atrophie chronique de la muqueuse et des villosités intestinales. Les personnes atteintes de 
cette maladie présentent fréquemment une malabsorption du fer, de l’acide folique, du 
calcium, de la vitamine D et des matières grasses[6]. D’autre part, la présence d’une 
inflammation peut également influencer l’homéostasie des entérocytes, entre autres, en 
accélérant la prolifération ou l’apoptose des entérocytes. Ce phénomène peut conduire à un 
remplacement insuffisant des entérocytes et donc à des brèches dans la barrière intestinale, 
rendant plus facile la translocation de bactéries qui induiront une réponse locale 
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inflammatoire. Cette instabilité de la barrière intestinale est entre autres observée dans les 
cas de maladies inflammatoires de l’intestin[7]. 
 
1.2 Les cellules endocrines 
Des cellules endocrines (ou cellules sécrétrices d’hormones) sont parsemées tout au 
long de l’intestin mais sont particulièrement nombreuses au niveau du duodénum et du 
jéjunum. Certaines cellules sont dites endocrines, c’est-à-dire que les produits de sécrétion 
agissent sur des organes cibles situés à distance (par exemple les cellules I qui sécrètent la 
cholécystokinine), d’autres sont dites paracrines (par exemple les cellules D qui sécrètent la 
somatostatine), c’est-à-dire que les substances libérées exercent leurs actions localement. 
Ensemble, les cellules intestinales sécrétrices d’hormones sont responsables de la libération 
de plus d’une cinquantaine de peptides hormonaux qui ont des effets locaux ou 
systémiques, faisant ainsi de l’intestin l’un des organes endocriniens majeurs de notre 
organisme.  
 
Les hormones et les peptides produits par les cellules sécrétrices sont mis en réserve 
dans des granules sécrétoires[8]. La stimulation de la libération des hormones et peptides 
par ces cellules est, entre autres, sous la gouverne de l’arrivée des nutriments (protéines, 
lipides, glucides) dans le tube digestif[9, 10]. Parmi les peptides intestinaux sécrétés, 
notons la sécrétine, la cholécystokinine (CCK), le polypeptide insulinotrope gluco-
dépendant (GIP), le glucagon like-peptide-1 (GLP-1) et le peptide YY (PYY). De façon 
importante, certains de ces peptides intestinaux agissent au niveau de l’hypothalamus afin 
de participer à la régulation de la sensation de la faim et de la satiété d’où l’intérêt que leur 
portent de nombreuses compagnies pharmaceutiques dans le cadre de la lutte contre 
l’obésité[11]. De plus, d’autres peptides participent au maintien de la glycémie, une 
fonction très importante qui laisse croire que certains peptides peuvent être utilisés comme 
moyen thérapeutique pour le contrôle du DT2. Certains analogues ont d’ailleurs été 
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développés et sont actuellement utilisés dans cette optique, notamment les analogues du 
peptide GLP-1[12, 13]. Finalement, certains peptides influencent également le métabolisme 
des lipides au niveau de l’intestin[8] et interagissent avec le tissu adipeux en participant à la 
régulation de la lipogenèse, de la lipolyse et de la mobilisation des acides gras libres dans la 
circulation[14]. Ces peptides seront abordés de façon plus détaillée et spécifique lors de la 
prochaine section. Il est essentiel de noter que, conséquemment aux fonctions de ces 
peptides, les hormones sécrétées par l’intestin peuvent agir non seulement sur l’intestin lui-
même, mais aussi sur la périphérie, à savoir sur le cerveau, le pancréas et le tissu adipeux 
par exemple. L’intestin se retrouve ainsi placé au cœur des problématiques de l’obésité, de 
la résistance à l’insuline et du DT2.	  	  	  	  
   
 
                      
 
   
 
 
Figure 2. Les organes cibles des peptides gastro-intestinaux. Le GLP-1, le GLP-2, le 
PYY et la CCK n’agissent pas seulement au niveau intestinal, mais participent à la 
régulation de nombreux autres processus métaboliques prenant place dans les organes 
périphériques.  
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1.3 Les cellules caliciformes 
Les cellules caliciformes (aussi appelées cellules à mucus ou cellules à gobelet) sont 
dispersées parmi les entérocytes et elles ont comme caractéristique morphologique la 
présence de granules de mucines localisées sous la membrane apicale. Elles sont 
responsables de la sécrétion ininterrompue de mucus qui recouvre la surface de l’intestin 
grêle et du côlon. Le mucus est essentiel à l’hydratation, à la lubrification et à la protection 
de la muqueuse intestinale[15]. Le mucus est majoritairement constitué de mucine, une 
glycoprotéine, synthétisée et sécrétée par les cellules caliciformes par deux processus 
différents, soit par la sécrétion basale, soit par exocytose lors d’une stimulation par des 
hormones, des neuropeptides ou des agents inflammatoires[16]. Neuf gènes de la mucine 
(MUC) ont été identifiés chez l’humain[17, 18] et il existe une certaine spécificité des 
mucines selon la localisation des épithéliums. Le MUC2 est la mucine majeure synthétisée 
et sécrétée par les cellules de gobelet au niveau de l’intestin[19, 20]. Les cellules 
caliciformes sont aussi responsables de la synthèse et de la sécrétion des peptides en trèfle 
(TFF ou trefoil peptides), de la RELMβ (resistin-like molecule β) et de la protéine Fcgbp 
(Fc-γ binding protein), qui font également partie de la composition du mucus et assurent 
des fonctions importantes[21, 22]. En effet, les TFF sont capables d’interagir avec les 
mucines afin de faciliter la polymérisation et la stabilisation du mucus. En plus de posséder 
une fonction immunorégulatrice par l’intermédiaire des cytokines Th2, la RELMβ participe 
à la régulation de la sécrétion du mucus en augmentant la transcription de MUC2 afin de 
protéger l’intégrité de la barrière intestinale[23, 24]. Quant à la protéine Fcgbp, des 
analyses protéomiques ont déterminé qu’elle serait fermement attachée à MUC-2 dans le 
but de stabiliser tout le réseau de mucines structurant la couche de mucus[25]. 
 
En plus de son rôle protecteur de la barrière, le mucus sécrété par les cellules 
caliciformes assure l’élimination de certaines molécules nuisibles pour l’intestin. Le mucus 
constitue ainsi une première ligne de défense contre les agents physiques ou chimiques. 
Une perturbation dans la barrière formée par le mucus augmente la perméabilité de 
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l’intestin ce qui peut engendrer une inflammation ou des bris cellulaires de la muqueuse 
intestinale[20]. Certaines pathologies ont été mises en lien avec des défauts du mucus 
intestinal telles que les maladies inflammatoires de l’intestin et le cancer de l’intestin[26, 
27]. 
 
1.4 Les cellules immunitaires 
L’intestin est constamment exposé à une flore bactérienne. Les cellules 
immunitaires, incluant les cellules de Paneth et les cellules M, jouent un rôle de protection 
pour l’épithélium intestinal. Tout d’abord, les cellules de Paneth sont des cellules 
spécialisées, continuellement renouvelées et situées au fond des cryptes du petit 
intestin[28]. Elles sont particulièrement étudiées pour leur sécrétion d’agents 
antimicrobiens et représentent donc un important système de défense pour la barrière 
intestinale[29]. Parmi ces agents antimicrobiens, il y a les défensines-α ainsi que la 
phospholipase A2. Il existerait 6 défensines-α différentes chez l’humain. Les 4 premières 
(Human Neutrophil Peptides (HNP) 1, 2, 3 et 4) font partie des neutrophiles et participent 
aux réponses immunitaires innées. Les deux dernières formes (Human Defensin (HD) 5 et 
6) sont exprimées par les cellules de Paneth et contribuent à la défense de la surface de la 
muqueuse intestinale[30]. La phospholipase A2 est une enzyme qui catalyse l’hydrolyse 
des acides gras esters liés à la position sn-2 de la structure des glycérols des 
phosphoglycérides membranaires. Elle s’attaque aux bactéries Gram positive seulement. 
Leurs membranes sont riches en phosphatidylethanolamine et en phosphatidylglycérol, 
deux substrats privilégiés de la phospholipase A2[31]. Des défauts dans les fonctions des 
cellules de Paneth ont été associés à une plus grande prédisposition aux infections, à 
l’entérocolite nécrosante et aux maladies inflammatoires de l’intestin chez l’humain[32]. 
 
Les cellules M sont des cellules spécialisées adjacentes aux entérocytes mais ne 
présentant pas la bordure en brosse typique[33]. Les cellules M ont une grande capacité à 
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assurer la transcytose de microorganismes et de macromolécules[34]. Les cellules M 
capturent et assurent le transport transépithélial des microorganismes de la lumière 
intestinale vers les cellules immunitaires des follicules lymphoïdes de la muqueuse 
intestinale afin d’induire une réponse immunitaire efficace[35, 36]. En d’autres mots, les 
cellules M ne présentent pas un mécanisme de défense direct contre les antigènes et les 
pathogènes de la lumière intestinale, elles sont plutôt responsables de la création 
d’ouvertures dans la barrière épithéliale permettant d’assurer une balance optimale entre la 
capture d’antigènes et les réponses immunologiques en situation normale. Les cellules M 
ne sont pas nombreuses au niveau du tractus gastro-intestinal. Toutefois, durant un épisode 
d’inflammation intestinale chronique, le nombre de cellules M tend à augmenter tout 
comme leur apoptose. Les cellules M pourraient être responsables de l’augmentation de la 
capture de microorganismes observée durant les épisodes d’inflammation intestinale. Ainsi, 
dans des conditions inflammatoires, la régulation des barrières de l’épithélium est brisée et 
les cellules M semblent alors également jouer un rôle majeur dans cette situation[34, 37]. 
 
En résumé, l’intestin est désormais considéré comme un organe très complexe et 
hautement structuré. Grâce aux différentes classes de cellules spécialisées qui le 
composent, l’intestin régule sa propre homéostasie et assure une absorption efficace de 
divers nutriments. Par ailleurs, il remplit des fonctions indispensables à la santé globale en 
constituant une première ligne de défense immunitaire, en favorisant le transport des acides 
gras essentiels et des vitamines liposolubles ou en induisant des effets bénéfiques grâce à la 
régulation d’organes périphériques tels que le cerveau, le pancréas, le cœur et le tissu 
adipeux via l’action des peptides intestinaux.        
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2 L’intestin	  et	  la	  sécrétion	  des	  peptides	  gastro-­‐intestinaux	  
 
2.1 La régulation de la sécrétion ainsi que les rôles des peptides gastro-intestinaux 
Il existe plus de 50 peptides sécrétés par l’intestin[38]. Tel qu’illustré précédemment 
à la Figure 2, les peptides relâchés par l’intestin ont le pouvoir de réguler non seulement 
son propre métabolisme, mais également d’influencer celui d’autres organes tels que le 
pancréas et le tissu adipeux. Certains d’entre eux, comme le GLP-1 (glucagon-like peptide-
1), le GLP-2 (glucagon-like peptide-2), le PYY (peptide YY) et la CCK (cholécystokinine) 
ont suscité un plus grand intérêt en raison de leur implication dans la régulation de l’appétit, 
le contrôle de la glycémie et le métabolisme lipidique. L’intestin serait ainsi fortement 
impliqué dans la pathophysiologie de l’obésité, des dyslipidémies et du DT2. 
 
2.1.1 Le « glucagon-like peptide-1 » (GLP-1) 
Le GLP-1 est sans aucun doute le peptide gastro-intestinal qui a été le plus étudié 
compte tenu de ses effets positifs sur la satiété et la glycémie. Ce peptide a un effet 
« incrétine », c’est-à-dire qu’il est considéré comme une hormone gastro-intestinale 
pouvant amplifier la sécrétion d’insuline. Il est estimé que les incrétines sont responsables 
d’environ 70% de la sécrétion d’insuline après une charge de glucose[39]. 
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Figure 3. Les étapes de formation du GLP-1. Le pré-proglucagon est présent dans les 
cellules de l’iléon et du colon et suite à un clivage protéolytique, certains peptides actifs 
biologiquement seront formés dont le GLP-1 et  le GLP-2 (adapté de Thorens et al.[40]). 
 
 
La sécrétion du GLP-1, sous sa forme biologiquement active GLP-17-36, est 
effectuée par les cellules endocrines L de l’intestin sous l’influence des nutriments présents 
dans la lumière du petit intestin[41]. En circulation, le GLP-1 a une demi-vie très courte, 
soit environ deux minutes, due à sa dégradation par la dipeptidyl peptidase-IV (DPP-
IV)[42] et devient le GLP-19-36. Les actions de GLP-1 se déroulent suite à sa liaison avec le 
récepteur spécifique, le GLP-1R. Ce récepteur se retrouve au niveau de l’hypothalamus, des 
cellules β pancréatiques, du cœur, des reins et du tractus gastro-intestinal[43]. Au niveau de 
l’hypothalamus, le GLP-1 est bien connu pour l’induction du sentiment de satiété. 
D’ailleurs, Verdich et al. ont noté, chez des personnes obèses, un niveau de GLP-1 moins 
élevé que chez des sujets de poids normal après un repas[44]. Le GLP-1 a également été 
fréquemment relié à la physiopathologie du DT2 puisque ce peptide participe à la 
stimulation de la croissance des cellules β du pancréas tout en ayant un effet 
antiapoptotique[45]. Ces résultats sont très importants car l’évolution du DT2 engendre une 
diminution du volume ainsi que du nombre d’ilots de Langerhans et des cellules β. De plus, 
le GLP-1 augmente la sécrétion d’insuline (effet incrétine) et inhibe la libération du 
glucagon[46].  
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culaires par lesquels une augmentation d’AMPc intracel-
lulaire stimule la voie de signalisation du glucose ne sont
pas encore complètement élucidés. Il apparaît cependant
que cette stimulation implique une voie dépendante de
l’activation de la protéine kinase A (dépendante de
l’AMPc). Une voie indépendante de la protéine kinase A a
également été décrite [5]: elle dépend de l’interaction de
l’AMPc avec la protéine AMPc-GEF (ou Epac2), qui forme
un complexe (AMPc-GEF-Rim1) capable de stimuler l’ac-
tivité d’une petite protéine G (Rab3) impliquée dans
l’exocytose des granules d’insuline. 
Des études récentes ont également démontré un effet
important du GLP-1 sur l’expansion de la masse des cel-
lules β pancréatiques. Ces études ont été réalisées sur
différents modèles expérimentaux, utilisant notamment
des injections répétées de GLP-1 ou de l’agoniste exen-
dine-4 chez des rats témoins ou ayant subi une pancréa-
tectomie partielle [6], chez des rats traités par la strep-
tozotocine à la naissance [7], ou encore chez des souris
diabétiques ob/ob [8] (!). Dans toutes ces conditions
expérimentales, le traitement par le GLP-1 ou l’agoniste
était associé à une augmentation de la masse cellulaire
β, en raison d’une stimulation de la néogenèse à partir
de la région ductale ou d’une prolifération des cellules β
des îlots. Une amélioration de la glycémie consécutive à
une augmentation de l’insulinémie était également
observée chez les animaux diabétiques. Les mécanismes
par lesquels l’activation du récepteur du GLP-1 stimule
la prolifération des cellules β ou de leurs précurseurs ne
sont pas encore élucidés. L’activation par le GLP-1 du
facteur de transcription Pdx-1 [8], essentiel au main-
tien de l’état différencié des cellules β, pourrait être
impliqué dans l’un de ces mécanismes. Par ailleurs, plu-
sieurs publications ont récemment démontré que l’acti-
vation par le GLP-1 ou le GIP de la voie de l’AMPc dans
les cellules β conduisait égalementà l’activation de la
voie des MAP-kinases, avec notamment une phosphory-
lation des kinases Erk1/2 [9, 10] qui pourrait participer
au contrôle de la prolifération des cellules β. 
Actions extrapancréatiques du GLP-1
Pour mesurer l’intérêt du GLP-1 dans de nouvelles
approches thérapeutiques, il faut également com-
prendre son rôle intégré au niveau de l’organisme. Ainsi,
le GLP-1 a également un effet important sur d’autres
fonctions physiologiques participant au maintien de l’homéostasie glu-
cidique et énergétique. Une des premières actions extrapancréatiques
reconnues du GLP-1 est sa capacité de ralentir la vidange gastrique
[11]. Cet effet dépend de l’intégrité du nerf vague, indiquant que le
GLP-1 agit probablement grâce à sa reconnaissance par le système ner-
veux autonome [12]. La conséquence d’un ralentissement de la vidange
gastrique est une diminu-
tion de la vitesse d’ab-
sorption du glucose au
niveau de l’épithélium
intestinal et donc une
réduction des oscillations
de la glycémie post-pran-
diale. 
Le GLP-1 peut également
avoir un effet sur une dimi-
nution de la prise alimen-
taire, comme cela a été
observé lors de l’adminis-
tration intracérébroventri-
culaire de GLP-1 chez le rat
[13] (!). L’administration
quotidienne systémique
d’exendine-4 chez le rat,
pendant une période de
plusieurs semaines, conduit
également à une diminu-
tion de la prise alimentaire
et du poids corporel [14].
Ces effets sont probable-
ment secondaires à la
réduction de la vidange
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Figure 1. Mécanisme de formation du GLP-1 (glucagon like peptide-1). La molécule de pré-pro-glucagon est
exprimée dans les cellules L de l’intestin et les cellules α du pancréas endocrine. Des mécanismes de clivage
protéolytique différentiels conduisent, dans les deux types cellulaires, à la production de peptides dont l’acti-
vité biologique est différente. Dans les cellules intestinales, le pro-glucagon est clivé pour produire la glicentine
et l’oxyntomoduline, dont les rôles physiologiques, aux concentrations circulantes normalement observées, ne
sont pas encore identifiés. Le GLP-1, qui peut être sous forme amidée (appelé GLP-1(7-37) ou GLP-1(7-
36)amide), et le GLP-2 sont les deux principaux peptides biologiquement actifs. Dans les cellules α du pancréas,
le GLP-1 et GLP-2 ne sont pas produits, ou seulement en quantités relativement très faibles, le glucagon étant
alors le peptide biologique actif le plus abondant. GRPP: glicentin related polypeptide; MPF: major proglucagon
derived peptide ; IP2: intervening peptide 2 ; GLP-1 et -2: glucagon like peptide-1 et -2.
(!) m/s
1996, n°3,
p.386 et 392
(!) m/s
1997, n°2,
p.278
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Un nombre grandissant d’études s’intéresse aussi aux analogues du GLP-1. Deux de 
ces molécules commercialisées sont connues sous le nom d’ « exenatide » pour le GLP-1 
dit de courte durée (demi-vie de 2,4 heures)[47] et « liraglutide » pour le GLP-1 dit de 
longue durée (demi-vie de 14 heures)[48]. Le liraglutide a été développé par l’ajout d’un 
acide gras (acide palmitique) sur une lysine en position 26 et par la substitution d’une 
lysine par une arginine en position 34. Cette modification rend cet analogue résistant à 
l’action de la DPP-IV. L’exenatide (53% d’homologie par rapport au GLP-1 humain) tout 
comme le liraglutide (97% d’homologie au GLP-1 humain) ont été approuvés pour le 
traitement du DT2[49]. 
 
Des recherches sur les analogues du GLP-1 ont permis de constater qu’en plus 
d’agir sur le pancréas, le GLP-1 a aussi la capacité d’influencer le métabolisme du tissu 
adipeux. En effet, le GLP-1 peut favoriser une augmentation de l’expression et de la 
sécrétion de l’adiponectine chez un modèle cellulaire d’adipocytes[50] et un modèle animal 
d’obésité[51]. Lors de l’étude de l’analogue de GLP-1 sur les adipocytes, les auteurs ont 
noté que l’exendin-4 (une version de l’exenatide) peut induire une réduction très 
significative de l’IL-6 (interleukine-6), un marqueur de l’inflammation, et du MCP-1 
(monocyte chemotactic protein-1),  un facteur chemoattractant[50]. Par ailleurs, Wang et al. 
ont décrit que le GLP-1 stimulerait la captation de glucose par une augmentation des 
niveaux protéiques des transporteurs du glucose GLUT1 et GLUT4 dans un modèle 
cellulaire d’adipocytes[52].  
 
Actuellement, plusieurs projets scientifiques s’intéressent aux interventions utilisant 
le GLP-1 chez les personnes présentant des facteurs de risque des maladies 
cardiovasculaires telles qu’une hypertension, un surpoids ou des désordres lipidiques[53]. 
Notons qu’environ le trois quarts des personnes qui présentent un DT2 développeront une 
hypertension ou une dysfonction endothéliale, ce qui les rend plus vulnérable à développer 
une maladie cardiovasculaire[54]. Lors de ces travaux, le GLP-1 a démontré une habileté à 
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diminuer les niveaux de certains marqueurs inflammatoires impliqués dans les maladies 
cardiovasculaires. Par exemple, l’exenatide et le liraglutide ont réduit les niveaux circulants 
de la CRP (protéine réactive C) et du PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1), des 
marqueurs inflammatoires importants pouvant accroitre le risque de développement des 
maladies cardiovasculaires[55, 56]. De plus, lors d’une étude clinique, Okerson et al. ont 
démontré que l’utilisation de l’exenatide pendant 6 mois induit une réduction significative 
de la pression sanguine chez des patients diabétiques comparativement à l’usage d’un 
placebo ou de l’insuline[57]. Les mécanismes expliquant cet effet sur la pression artérielle 
sont encore peu compris mais il est suggéré que le GLP-1 pourrait augmenter la libération 
d’oxyde nitrique (NO)[58]. D’autre part, une investigation, réalisée chez 151 personnes 
diabétiques traitées avec l’exenatide, a démontré de nombreux changements bénéfiques 
dans le profil lipidique tels que la réduction des niveaux de triglycérides, de cholestérol 
total et de LDL-cholestérol ainsi qu’une augmentation du HDL-cholestérol[59]. Du côté du 
liraglutide, le « LEAD Program » (Liraglutide Effect and Action in Diabetes) est un 
ensemble d’essais cliniques contrôlés et randomisés mis sur pied dans le but d’évaluer les 
effets du liraglutide sur le contrôle de la glycémie de patients atteints de DT2. Les 
observations notées lors de ces études traduisent effectivement un meilleur contrôle 
glycémique grâce à l’utilisation du liraglutide[60-63]. Le liraglutide a également été associé 
à une réduction de la pression artérielle[64] tout comme à des changements bénéfiques du 
profil lipidique et des marqueurs d’inflammation chez des sujets diabétiques[65]. 
D’ailleurs, Kesavadev et al. ont conduit une étude sur les impacts du liraglutide et ont 
démontré une réduction significative des niveaux de cholestérol total, du LDL-cholestérol, 
des acides gras libres et des triglycérides comparativement aux données à l’initiation de 
l’étude[66]. Xiao et al. ont évalué la relation possible entre l’utilisation de l’exenatide et les 
profils lipidiques de 50 hommes en santé, c’est-à-dire ayant une glycémie et un profil 
lipidique normal. L’exenatide a significativement abaissé les concentrations plasmatiques 
des particules riches en triglycérides contenant l’apo B-48 (provenant de l’intestin) 
contrairement à celles contenant l’apo B-100 (provenant du foie) qui n’ont subi aucun effet. 
L’exenatide pourrait alors avoir un effet direct sur la production de lipoprotéines 
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intestinales et ce indépendamment d’un changement de poids corporel[67]. Notons que les 
chylomicrons, des particules riches en triglycérides contenant l’apo B-48, synthétisés et 
sécrétés par l’intestin, sont associés à un risque plus élevé de maladies 
cardiovasculaires[68, 69]. 
 
2.1.2 Le « glucose-dependent insulinotropic polypeptide » (GIP) 
Le GIP est un peptide de 42 acides aminés sécrété par les cellules endocrines K de 
l’intestin qui sont majoritairement concentrées au niveau du duodénum et du jéjunum 
proximal[70]. Le GIP est relâché en circulation en réponse à l’alimentation, tout 
particulièrement suite à l’ingestion de glucose et de matières grasses. Ainsi, le GIP se 
retrouve à des niveaux bas en état de jeun et augmente rapidement suite à un repas. Le 
récepteur du GIP (GIPR) est exprimé dans plusieurs tissus, entre autres, au niveau du 
pancréas, de l’estomac, du petit intestin, du tissu adipeux et du cerveau[71]. Tout comme le 
GLP-1, le GIP est une incrétine dont la demi-vie est très courte suite à un clivage du 
peptide par la DPP-IV[72]. Le GIP joue un rôle physiologique important dans la 
stimulation de la sécrétion de l’insuline, toutefois à un moindre degré que le GLP-1. Il agit 
également sur la croissance des cellules β pancréatiques et favorise une diminution de leur 
apoptose. Toutefois, contrairement au GLP-1 qui conserve ses actions insulinotropes chez 
les patients diabétiques de type 2, cet effet du GIP est largement aboli. En fait, il y aurait 
une diminution de la réponse des cellules β pancréatiques au GIP[73, 74]. Par ailleurs, le 
GIP joue aussi des rôles extra-pancréatiques, par exemple sur le métabolisme du tissu 
adipeux via ses rôles sur l’augmentation de la lipogenèse[75] et sur la régulation osseuse en 
participant à l’augmentation de la formation et à la réduction de la résorption de l’os[76, 
77]. 
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2.1.3 Le « glucagon-like peptide-2 » (GLP-2) 
Le GLP-2 est un polypeptide de 33 acides aminés cosécrété avec le GLP-1. Tel 
qu’illustré à la Figure 3, le GLP-2 est produit de façon post-translationnelle par clivage 
protéolytique du proglucagon synthétisé par les cellules endocrines L[78]. La sécrétion du 
GLP-2 est stimulée par l’ingestion de nutriments. Les actions du GLP-2 se font grâce à son 
récepteur le GLP-2R (GLP-2 receptor) dont l’expression a été retrouvée dans les cellules 
entéroendocrines[79] et le système nerveux central[80]. La forme biologiquement active du 
GLP-2, le GLP-21-33, est clivée par la DPP-IV et ainsi transformée en une forme moins 
active le GLP-23-33.  
 
Récemment, l’industrie pharmaceutique a développé un analogue du GLP-2, il 
s’agit du « teduglutide ». Cet analogue a subi une substitution d’une alanine en position 2 
avec une glycine afin de le rendre plus résistant à la DPP-IV[81] en raison de la demi-vie 
courte du GLP-2, estimée à 7 minutes[82]. Le teduglutide est surtout utilisé dans les études 
en relation avec le syndrome de l’intestin court et dans certaines recherches sur les maladies 
inflammatoires de l’intestin, particulièrement la maladie de Crohn. En plus d’être capable 
de stimuler la croissance des cellules cryptiques et de réduire l’apoptose des 
entérocytes[83], le GLP-2 participe aussi au maintien de la barrière intestinale[84] et aurait 
un effet anti-inflammatoire[85], d’où son intérêt pour les maladies intestinales. En outre, le 
GLP-2 participe à la stimulation de la sécrétion de glucagon ainsi qu’à la réduction de la 
sécrétion d’acide gastrique[86].  
 
Le GLP-2 a donc un impact important sur la structure de l’intestin, mais également 
sur ses fonctions essentielles telles que le métabolisme des lipides et des lipoprotéines. En 
effet, Hsieh et al. ont démontré chez des hamsters recevant une dose orale d’huile d’olive et 
un traitement avec le GLP-2, une augmentation de la sécrétion des chylomicrons et une 
accumulation postprandiale plus prononcée des lipides en circulation comparativement aux 
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animaux non traités avec le GLP-2. De plus, une augmentation des triglycérides et des 
niveaux d’apolipoprotéine (apo) B-48, au niveau de la circulation et des segments de 
jéjunum en culture, suite à un traitement des hamsters avec le GLP-2 a aussi été décrite[87]. 
Le récepteur du GLP-2 est retrouvé au niveau du jéjunum, de l’iléon et du colon, toutefois, 
il semble que les entérocytes, tout comme les cellules des cryptes intestinales, n’expriment 
pas ce récepteur[88], ce qui a suggéré que le GLP-2 agirait de façon indirecte sur ces types 
cellulaires. Grâce à l’utilisation de souris déficientes en CD36 (cluster of differentiation 
36), un transporteur des acides gras et du cholestérol, Hsieh et al. ont observé que les effets 
du GLP-2 impliquent grandement ce transporteur intestinal puisqu’aucun impact du GLP-2 
n’a été observé chez des souris déficientes en CD36[87]. Compte tenu de leurs résultats, 
Hsieh et al. proposent que le GLP-2 augmenterait la production de chylomicrons via 
l’élévation du CD36 glycosylé (localisé à la membrane apicale de l’entérocyte facilitant 
ainsi le transport des lipides) sans avoir recours à la synthèse de l’apo B-48 ou à l’activation 
du MTP (microsomal triglyceride transfert protein), deux joueurs essentiels au transport 
des graisses [87]. D’ailleurs, une accélération de l’absorption intestinale des acides gras en 
présence de GLP-2 a été notée chez ces hamsters. En résumé, le GLP-2 aurait la capacité de 
stimuler l’assemblage et la sécrétion des chylomicrons en fournissant davantage de 
substrats lipidiques pour la lipidation et la formation des particules lipoprotéiniques. 
 
2.1.4 Le peptide YY (PYY) 
Un autre peptide intestinal suscite de plus en plus d’intérêt. Il s’agit du peptide YY 
(PYY) qui fait partie de la famille des neuropeptides YY, est colocalisé avec le GLP-1 et 
est sécrété lui aussi par les cellules endocrines L de l’intestin. Le PYY est sécrété sous la 
forme d’un peptide de 36 acides aminés (PYY (1-36)) et est modifié ensuite par la DPP-IV 
qui clive une tyrosine et une proline pour former le PYY (3-36). Dans la circulation 
sanguine, 60 % du peptide YY est sous la forme PYY (1-36) et 40 % sous la forme PYY 
(3-36)[89]. Ces deux formes sont actives. Les récepteurs de PYY sont des récepteurs 
couplés aux protéines G faisant partie de la famille des récepteurs Y et régulant également 
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les effets de deux autres peptides, le NPY (neuropeptide Y) et le PP (polypeptide 
pancréatique). Il existe 5 récepteurs soit Y1, Y2, Y4, Y5 et Y6[90]. PYY (1-36) a une 
affinité pour tous les récepteurs tandis que PYY (3-36) a une forte affinité pour le récepteur 
Y2[91, 92]. 
 
            
Figure 4. La modification de la structure du PYY (1-36) par la DPP-IV. La forme PYY 
(3-36) est obtenue suite à un clivage d’une tyrosine et d’une proline (tiré de Ballantyne et 
al.[93]). 
 
La sécrétion de PYY est stimulée par la prise alimentaire ainsi que par la pratique 
d’activité physique. Tout d’abord, le PYY (3-36) est surtout connu pour son implication 
dans la régulation de l’appétit. Lors d’un repas, les concentrations de PYY augmentent dans 
les quinze premières minutes, pour atteindre un pic à une heure et demeurer élevées sur 
environ six heures[94]. Le degré de l’élévation de la sécrétion de PYY est modulé aussi par 
la composition en macronutriments du repas. Des études humaines ont déterminé qu’un 
repas riche en lipides a un plus grand effet qu’un repas riche en glucides[95]. Par ailleurs, 
Helou et al. ont conclu qu’un repas riche en lipides induit une augmentation significative 
des niveaux de PYY (3-36), mais qu’un repas riche en protéines provoque un effet prolongé 
sur la sécrétion de PYY (3-36)[96]. Le peptide YY induit un sentiment de satiété par les 
récepteurs Y2 situés à l’hypothalamus. Nonaka et al. ont démontré chez la souris que le 
PYY (3-36) peut traverser la barrière encéphalique, possiblement par un mécanisme non 
saturable, et agir directement sur le centre de l’appétit[97]. Cependant, chez des sujets 
obèses, plusieurs chercheurs rapportent une élévation moins grande des niveaux de PYY 
après l’ingestion d’un repas que chez des sujets sains[98-100]. Ceci occasionnerait alors 
une consommation plus élevée de calories et pourrait aggraver l’obésité.  
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Jones et al. ont étudié l’effet d’un programme d’entrainement aérobique de huit 
mois chez des adolescents en surpoids. Une augmentation des niveaux plasmatiques de 
PYY a été notée[101]. Broom et al. ont également rapporté un effet bénéfique de l’activité 
physique aérobique sur les niveaux de PYY chez des hommes en santé[102]. Le mécanisme 
par lequel l’activité physique aérobique engendre une élévation de PYY est encore inconnu.  
 
En plus de son rôle essentiel dans le contrôle de l’appétit, le peptide YY participe à 
l’homéostasie du glucose et à la régulation de la sécrétion de l’insuline[103]. Des études 
ont associé le peptide YY à une réduction de la sécrétion d’insuline par le pancréas. Il est 
alors proposé que chez les personnes obèses, les niveaux plus bas de PYY seraient reliés à 
une hypersécrétion de l’insuline pouvant contribuer au développement du diabète de type 
2[104]. Viardot et al. ont évalué les niveaux de PYY à jeun et en postprandial chez des 
sujets obèses avec ou sans histoire familiale de DT2. Une sécrétion moins élevée de PYY 
est remarquée dans les phases très précoces du développement du DT2 chez les sujets 
obèses avec des antécédents familiaux[105]. 
 
Le peptide YY a également un impact sur le métabolisme des adipocytes. Des 
études animales et humaines ont permis de constater que le PYY est un puissant inhibiteur 
de la lipolyse[106]. Il a aussi été récemment proposé que le PYY stimule la sécrétion de 
leptine, une hormone anorexigène, par les adipocytes chez l’humain via le récepteur 
Y1[107].  
 
En terminant, PYY a été associé au métabolisme lipidique intestinal. En effet, le 
PYY augmenterait la synthèse et la sécrétion de l’apolipoprotéine A-IV par l’intestin[108]. 
Le PYY élèverait aussi le I-FABP (intestinal fatty acid binding protein), une protéine de 
transport intracellulaire pour les acides gras[109, 110]. Toutefois, jusqu’à aujourd’hui, 
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aucune étude n’a approfondi l’impact du peptide YY sur le métabolisme intestinal des 
lipides et du cholestérol ainsi que sur la synthèse et la sécrétion des lipoprotéines. 
 
2.1.5 La cholécystokinine (CCK) 
La cholécystokinine ou CCK est sécrétée par les cellules endocrines I de l’intestin 
situées dans la muqueuse du duodénum, du jéjunum et de l’iléon, tout comme au niveau du 
cerveau[111]. La CCK est connue pour réguler une multitude de fonctions du tube digestif 
et du cerveau. Ayant été d’abord découverte pour sa capacité à induire la contraction de la 
vésicule biliaire, la CCK a été par la suite associée à de nombreux processus régulateurs de 
la distension gastrique, de la sécrétion pancréatique, de la motilité intestinale et du contrôle 
de l’appétit[111]. 
 
La cholécystokinine est synthétisée en prépro-CCK qui sera clivée de façon post-
translationnelle en CCK-58, qui est la forme prédominante de CCK chez l’humain[112]. 
L’entrée de nutriments dans le duodénum, particulièrement des lipides et des protéines, est 
un facteur clé de la stimulation du relâchement de la CCK en circulation[113]. Par la suite, 
d’autres clivages protéolytiques suivront et produiront d’autres fragments dont les CCK-39, 
CCK-33, CCK-22, CCK-12 et finalement la CCK-8, le plus petit fragment avec une activité 
biologique complète[111]. Les nombreuses actions de la cholécystokinine sont régulées par 
ses récepteurs, le CCK-1 et le CCK2, aussi nommés CCK-A et CCK-B, respectivement. Le 
CCK-1 est exprimé au niveau du tractus gastro-intestinal, des cellules β-pancréatiques[114] 
et de l’hypothalamus où il participe à la régulation de la satiété tandis que le CCK-2 est 
majoritairement exprimé au niveau du système nerveux central et de l’estomac[111]. 
 
L’effet inhibiteur de la CCK sur l’appétit a été bien confirmé dans les modèles 
animaux et chez l’humain,  de poids santé ou en surpoids[115, 116]. D’ailleurs la CCK a 
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été la première hormone identifiée avec la capacité de réduire la prise alimentaire[117]. Il 
est accepté que la CCK exerce ses effets anorexigènes en se liant au récepteur CCK-1 du 
nerf vague. De façon intéressante, des variations dans les récepteurs CCK-1 laissent croire 
qu’il y aurait peut-être une prédisposition génétique à l’obésité[118]. De plus, chez les 
personnes obèses morbides, des taux plus bas de CCK sont observés comparativement à 
des personnes de poids santé[100]. 
 
D’autre part, la cholécystokinine a été associée au diabète et ses récepteurs ont été 
découverts au niveau des ilots pancréatiques, particulièrement dans les cellules productrices 
d’insuline et de glucagon[119]. Des évidences scientifiques ont également proposé que la 
CCK puisse stimuler la sécrétion d’insuline in vitro et in vivo[120]. Effectivement, les 
fragments CCK-8 et CCK-33 ont été décrits comme des stimuli de la sécrétion d’insuline 
chez des modèles animaux[121, 122] et cette action se ferait grâce au récepteur CCK-
1[122, 123]. Chez l’humain en santé, il existe quelques controverses quant à l’effet de la 
CCK sur la sécrétion d’insuline. Toutefois, il existe des évidences scientifiques qui 
démontrent que la CCK diminue les niveaux de glucose sanguin et augmente les taux 
d’insuline chez les personnes atteintes du DT2[124].  
 
L’implication des récepteurs de la cholécystokinine sur l’état inflammatoire 
intestinal a aussi fait l’objet d’investigation. Luyer et al. ont démonté que l’ingestion de 
lipides alimentaires en prétraitement réduit les niveaux d’endotoxines et des cytokines 
proinflammatoires telles que le TNF-α (tumor necrosis factor-alpha) et l’IL-6 après un 
choc hémorragique[125]. Lors d’études subséquentes, Luyer et al. ont rapporté que cette 
ingestion de lipides entraine une atténuation de l’inflammation par la voie du nerf vague et 
des récepteurs nicotiniques. Finalement, en comparant des animaux sous diète riche en 
lipides qui ont reçu ou non des antagonistes pour les récepteurs CCK après un choc 
hémorragique, Luyer et al. ont noté une augmentation significative de la réponse 
inflammatoire (niveaux de TNF-α et d’IL-6 augmentés) ainsi qu’une détérioration plus 
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significative de la barrière intestinale (flux de la HRP (peroxydase du raifort) et présence 
d’endotoxines plus élevés) chez les animaux qui ont reçu des antagonistes pour les 
récepteurs CCK[126]. Plus récemment, de Haan et al. ont confirmé ces résultats chez un 
modèle de rats Sprague-Dawley qui ont également reçu une diète riche en lipides (50,4% de 
l’énergie) par nutrition entérale (gavage) avant l’induction d’un choc hémorragique. Les 
rats qui ont reçu ce gavage ont présenté des dommages moins sévères au niveau des 
entérocytes et de la barrière intestinale ainsi qu’un degré moins élevé d’inflammation. Ces 
résultats positifs seraient dépendants des récepteurs de la CCK[127], ce qui sous-entend 
donc un rôle possiblement important des récepteurs de la CCK lors de situations 
inflammatoires intestinales. 
 
2.1.6 L’apolipoprotéine A-IV (apo A-IV) 
Brièvement, une autre protéine pourrait prochainement attirer de l’intérêt à cause de 
son potentiel thérapeutique contre l’obésité. Il s’agit de l’apo A-IV, une protéine de 46 kDa 
sécrétée par l’intestin, le foie et l’hypothalamus en réponse à l’ingestion de triglycérides 
principalement. L’apo A-IV peut voyager en circulation sanguine liée aux lipoprotéines ou 
sans aucune attache. L’emploi de l’apo A-IV chez les humains n’a pas encore été 
investiguée, mais dans des modèles animaux, l’administration intraveineuse de l’apo A-IV 
a engendré une diminution de la prise alimentaire[128, 129]. De plus, d’autres fonctions ont 
été décrites pour l’apo A-IV au niveau de l’absorption des lipides, du transport inverse du 
cholestérol[130] et de la réponse anti-inflammatoire[131]. De façon très intéressante, chez 
les sujets ayant subi une chirurgie bariatrique, les niveaux de l’apo A-IV sont augmentés en 
association avec l’amélioration du statut diabétique[132]. De plus, Larson et al. ont observé 
un polymorphisme de l’apo A-IV chez l’humain en lien avec des niveaux de glucose à jeun 
plus élevés[133]. Wang et al. ont étudié ce phénomène chez des souris déficientes pour 
l’apo A-IV. Leurs résultats démontrent que, suite à une diète riche en matières grasses, les 
souris déficientes pour l’apo A-IV présentent une hyperglycémie à jeun et une intolérance 
au glucose, en lien avec un défaut de la sécrétion d’insuline, significativement plus sévères 
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que les souris contrôles. En outre, suite à une injection d’apo A-IV chez des souris 
diabétiques (souris KKAy), leurs niveaux de glucose sanguin sont abaissés et leur sécrétion 
d’insuline est augmentée[134]. 
 
2.2 La chirurgie bariatrique et les peptides gastro-intestinaux 
L’intestin assure la synthèse et la sécrétion de multiples peptides gastro-intestinaux 
ayant des fonctions essentielles pour la santé. Ainsi, en ayant un impact majeur sur 
plusieurs types d’organes différents, ces peptides gastro-intestinaux placent l’intestin au 
cœur des complications métaboliques reliées à l’obésité. Il est donc raisonnable de croire 
qu’un déséquilibre de la sécrétion des peptides gastro-intestinaux, tel qu’observé chez les 
personnes obèses, pourrait alors influencer l’aggravation de l’obésité, de l’apparition du 
DT2, de la dyslipidémie diabétique et des maladies cardiovasculaires. À ce propos, des 
études conduites chez des personnes qui ont souffert d’obésité morbide et qui ont subi une 
chirurgie bariatrique sont des plus intéressantes.  
 
Effectivement, les scientifiques scrutent actuellement les mécanismes possiblement 
impliqués dans la perte de poids et son maintien à long terme chez des sujets ayant subi une 
chirurgie bariatrique. Parmi ces mécanismes, la modification de la sécrétion des peptides 
gastro-intestinaux suscite énormément d’intérêt. En effet, un nombre croissant d’études 
démontrent une stimulation de la sécrétion de PYY et de GLP-1, deux peptides connus pour 
leurs effets anorexigènes, en période postchirurgie bariatrique[135, 136]. Ces peptides sont 
davantage augmentés suite à un « bypass » gastrique (Roux-en-Y) comparativement à tout 
autre type de chirurgie. Ceci contribuerait à une réduction de l’appétit et par conséquent à 
une perte de poids chez ces patients. Toutefois, certains patients ont malheureusement une 
perte de poids plutôt faible après une chirurgie bariatrique. Il est intéressant de noter que 
ces patients ont été associés à des niveaux de sécrétion moins élevés des peptides PYY et 
GLP-1, comparativement à des patients avec une perte de poids importante[135]. 
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Contrairement au PYY et au GLP-1, les niveaux de CCK demeurent inchangés suite à une 
chirurgie bariatrique. Il est donc possible de croire qu’elle ne serait probablement pas 
impliquée dans la suppression de l’appétit et dans l’importante perte de poids causée par la 
chirurgie bariatrique[137].  
 
 Il ne faut pas oublier que les maladies cardiovasculaires sont les principales causes 
de mortalité chez les individus avec une obésité majeure. Batsis et al. ont étudié l’impact 
d’une chirurgie bariatrique (Roux-en-Y) chez des sujets obèses versus des patients obèses 
sans chirurgie. L’évaluation des facteurs de risques postchirurgie indique une diminution de 
l’hypertension, du diabète et des dyslipidémies. L’estimation des risques de maladies 
cardiovasculaires dans les 10 prochaines années est également moins élevée[138]. Par 
ailleurs, compte tenu de l’effet de la chirurgie bariatrique sur la perte de poids, le diabète et 
les dyslipidémies, des études s’intéressent également à son impact sur la stéatose hépatique 
(NAFLD). Parmi ces études, Furuya et al. ont remarqué qu’une chirurgie bariatrique 
(Roux-en-Y) a favorisé une diminution de la stéatose hépatique chez 89% et de la fibrose 
hépatique chez 75% des sujets obèses étudiés. Les premières observations après 2 ans de 
suivi proposent que les améliorations hépatiques soient maintenues[139]. Les personnes 
avec une obésité sévère et en attente pour une chirurgie bariatrique représentent une 
opportunité unique d’intégration de tous ces phénomènes en lien avec la sécrétion des 
peptides gastro-intestinaux et solidifie l’hypothèse selon laquelle l’intestin serait au cœur 
des maladies métaboliques. 
 
L’aspect le plus important à considérer est que les impacts positifs de la chirurgie 
bariatrique, particulièrement lors d’une chirurgie Roux-en-Y, sur la santé, la résistance à 
l’insuline et le DT2 par exemple, arrivent chez ces patients bien avant qu’une perte de poids 
significative soit observée, ce qui intrigue bon nombre de scientifiques[140-143]. Deux 
hypothèses tentent actuellement à expliquer ce phénomène précoce : 1) l’hypothèse de 
l’intestin distal (hindgut hypothesis) et 2) l’hypothèse de l’intestin proximal (foregut 
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hypothesis). La première hypothèse suggère que l’arrivée plus rapide des nutriments dans 
l’intestin grêle distal augmenterait la libération de peptides et d’hormones, tel que le GLP-
1. La deuxième hypothèse propose plutôt que l’exclusion du grêle proximal réduit la 
sécrétion d’hormones anti-incrétines[143]. Toutefois, ces hormones anti-incrétines ne 
semblent pas encore identifiées. La suppression de la sécrétion de la ghréline, une hormone 
orexigène essentiellement produite par l’estomac, pourrait aussi avoir un rôle majeur dans 
l’hypothèse de l’intestin proximal. Finalement, les effets de la chirurgie bariatrique sur la 
sécrétion des peptides gastro-intestinaux et la restauration du métabolisme glucidique 
normal ne sont pas entièrement bien compris. Des études supplémentaires devront donc être 
conduites afin d’en élucider les mécanismes exacts ainsi que les potentiels thérapeutiques.  
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3 La	  communication	  entre	  l’intestin	  et	  le	  foie	  
 
3.1 Le cycle entérohépatique   
Le cycle entérohépatique est le circuit emprunté par les sels biliaires provenant du 
foie où ils sont produits et sécrétés dans la bile pour se rendre au petit intestin. C’est de 
l’iléon qu’ils retournent au foie. Une certaine partie des sels biliaires sera excrétée dans les 
selles et cette perte fécale représente une importante voie d’élimination physiologique du 
cholestérol, précurseur de la biogenèse des acides biliaires. Le cycle entérohépatique 
participe donc grandement au bon maintien de l’homéostasie du cholestérol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5. La circulation entérohépatique des sels biliaires. Suite à leur synthèse par le 
foie, les sels biliaires empruntent le canal hépatique commun et sont déversés dans 
l’intestin. Ils seront réabsorbés principalement dans la portion iléale de l’intestin puis sont 
retournés au foie par la veine porte, tandis qu’une certaine partie sera excrétée dans les 
selles. 
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Le foie renferme deux types de cellules épithéliales qui ont un rôle majeur dans le 
métabolisme de la bile soit les hépatocytes et les cholangiocytes. Comme mentionné 
auparavant, le foie est responsable de la synthèse et de la sécrétion des acides biliaires, des 
composés essentiels à la formation des micelles. Le déversement de la bile dans l’intestin 
représente la voie d’élimination des acides biliaires, de la bilirubine, des dérivés 
médicamenteux et des toxines, mais les autres composés (phospholipides, cholestérol) sont 
recyclés lors de la formation des chylomicrons.  
 
Les hépatocytes sont polarisés et représentent environ 60% des cellules du foie. Les 
hépatocytes sont les seules cellules capables d’assurer la bioconversion du cholestérol en 
acides biliaires. C’est des membranes canaliculaires que sont sécrétés les acides biliaires 
dans la bile[144]. Quant aux cholangiocytes, aussi nommés cellules épithéliales ductulaires, 
ils occupent de 3 à 5% des cellules du foie et assurent un phénomène d’absorption et de 
sécrétion d’eau et d’électrolytes visant à modifier le volume et la composition de la bile 
dans la lumière des voies biliaires intrahépatiques. Les cholangiocytes jouent ainsi un rôle 
significatif pour la formation de la bile puisqu’ils fournissent une grande surface de contact 
pour les échanges entre le sang et la bile[145]. Par la suite, la bile sera concentrée dans la 
vésicule biliaire, où elle est mise en réserve, suite à une réabsorption d’eau et d’électrolytes, 
et ultimement déversée dans le duodénum par l’intermédiaire du sphincter d’Oddi lorsqu’il 
y aura une ingestion d’aliment afin de participer à la digestion et à l’absorption des graisses 
alimentaires. En fait, les matières grasses alimentaires stimulent principalement l’excrétion 
biliaire suite à l’action de la CCK qui agit sur la contraction de la vésicule biliaire. Une fois 
dans la lumière intestinale, les sels biliaires seront ensuite réabsorbés par l’iléon terminal 
puis retourneront au foie par l’intermédiaire de la circulation portale[146, 147] pour être 
réutilisés. Il est estimé qu’environ 95% des acides biliaires sécrétés par les hépatocytes sont 
réabsorbés et retournés au foie[148]. 
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Tel que décrit précédemment, une faible partie des sels biliaires sera excrétée dans 
les fèces mais la très grande majorité sera réabsorbée par les cellules en brosse de l’iléon 
grâce aux transporteurs membranaires ASBT (apical sodium dependent bile acid 
transporter) aussi connus sous le nom de ISBT (ileal sodium-dependent bile salt 
transporter) ou I-BAT (intestinal bile acid-transporter). Certains défauts génétiques pour 
ce transporteur existent chez l’humain et peuvent entrainer des perturbations graves pour le 
métabolisme lipidique[149, 150]. Une plus petite partie des sels biliaires peut être absorbée 
au niveau du jéjunum principalement par les transporteurs OATP (organic anion 
transporting peptide). Dans le cytosol des cellules intestinales réside une protéine qui 
assure le transport des acides biliaires de la membrane apicale vers la membrane 
basolatérale, le I-BABP (ileal bile acid-binding protein). Le I-BABP fait partie d’une 
famille de protéines qui lient aussi les acides gras, les rétinoïdes, le cholestérol et les acides 
biliaires[151]. D’autres transporteurs seront finalement responsables de la sortie des acides 
biliaires par la membrane basolatérale, la MRP-3 (multidrug resistance protein 3) et le tI-
BAT[152]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6. Les transporteurs impliqués dans la réabsorption des acides biliaires au 
niveau de l’iléocyte. Des protéines spécifiques sont présentes au niveau de l’iléon afin 
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d’assurer l’absorption des acides biliaires présents dans la lumière intestinale, le transport 
intracellulaire puis la sortie des acides biliaires pour leur retour au foie par l’intermédiaire 
de la veine porte (tiré de Besnard et al.[153]). 
 
L’intestin présente ainsi une importante « machinerie » en arrimage avec le foie 
pour assurer le maintien optimal de l’homéostasie du cholestérol de l’organisme entier. Par 
ailleurs, cette voie de communication entre l’intestin et le foie est également impliquée dans 
la dégradation de certains médicaments qui ne peuvent être éliminés par les reins. Il s’agit 
habituellement de grosses molécules ou de molécules non hydrosolubles telles que la 
digitoxine, certains anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) et l’ezetimibe pour ne citer 
que quelques exemples [154, 155]. Ainsi, après leur passage au foie, ces médicaments sont 
excrétés dans la bile pour être réabsorbés dans l’intestin. Ces molécules ont donc comme 
caractéristiques d’être éliminées beaucoup plus lentement par l’organisme.  
 
Finalement, le foie et l’intestin communiquent aussi ensemble grâce au métabolisme 
des lipoprotéines riches en triglycérides. Suite à leur entrée en circulation, les particules 
riches en triglycérides interagissent avec d’autres classes de lipoprotéines afin d’échanger 
certaines apolipoprotéines et acquerront, entre autres, l’apo C-II qui favorise l’hydrolyse 
des particules riches en triglycérides par la LPL (lipoprotéine lipase). L’hydrolyse des 
triglycérides contenus dans les lipoprotéines riches en TG réduit leur taille, résultant à la 
formation de particules IDL (lipoprotéine de densité intermédiaire), LDL et des résidus de 
CM (chylomicron). L’apo E présente chez les résidus de CM est reconnue par les 
récepteurs de l’apo E au niveau du foie, ce qui permet l’internalisation et le catabolisme de 
ces résidus[156]. La sécrétion de chylomicrons par l’intestin se produit majoritairement 
suite à l’ingestion d’un repas, tandis que la sécrétion des VLDL (lipoprotéine de très faible 
densité) peut avoir lieu dans des conditions de jeûne. Par contre, le foie est en mesure de 
produire constamment les VLDL suite au recyclage des acides gras, des résidus de 
chylomicrons ou de la lipogenèses. Le foie et l’intestin ont donc des rôles complémentaires 
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et coordonnés dans le métabolisme des lipoprotéines, qui est régulé par plusieurs hormones, 
facteurs inflammatoires ou nutritionnels. Le métabolisme lipidique hépatique et intestinal 
est aussi affecté de façon semblable par certains désordres tels que la résistance à l’insuline 
qui peut engendrer une augmentation de la sécrétion des lipoprotéines hépatiques et 
intestinales et mener à une augmentation des risques cardiovasculaires[157]. 
 
3.2 La stéatose hépatique 
L’obésité entraine de graves conséquences pour la santé en favorisant le 
développement de la résistance à l’insuline, du DT2 et des dyslipidémies. Par conséquent, 
le foie n’échappe pas aux effets néfastes de l’obésité. D’ailleurs, le NAFLD (non alcoholic 
fatty liver disease) est en augmentation constante à travers le monde et est même considéré 
comme le désordre hépatique le plus commun[158]. Cette condition bénigne est très 
fréquemment associée à l’obésité abdominale et se définit par la présence d’un excès de 
gras au niveau des hépatocytes, soit d’au moins 5%[159, 160]. Chez certaines personnes, le 
NAFLD évoluera vers le NASH (non alcoholic steatohepatitis), une pathologie beaucoup 
plus sévère et caractérisée par la présence d’un foie stéatosé accompagné d’une 
inflammation, d’un stress oxydatif et d’une nécrose. Son évolution peut engendrer une 
fibrose[161], une cirrhose[162] ou un carcinome hépatique[163]. Des études récentes 
proposent que la stéatose hépatique et le NASH soient également des facteurs de risques 
indépendants des maladies cardiovasculaires[164, 165].  
 
Bien que certains facteurs de risques aient été ciblés, le parcours métabolique 
conduisant au développement du NAFLD puis au NASH reste encore obscur. 
Actuellement, l’hypothèse la plus acceptée est celle de la théorie des 2 « hits ». Une théorie 
selon laquelle il y a tout d’abord une accumulation de triglycérides au niveau du foie (« 1er 
hit ») sous l’influence d’un bagage génétique ou d’une résistance à l’insuline. Il est proposé 
que cette stéatose hépatique résulterait de quatre processus soit 1) une augmentation de 
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l’entrée des acides gras libres au foie; 2) une stimulation de la synthèse hépatique des 
acides gras libres; 3) une β-oxydation insuffisante des acides gras libres; ou 4) une 
synthèse/sécrétion altérée des lipoprotéines VLDL[166]. Tout déséquilibre entre les voies 
de synthèse et d’exportation des triglycérides pourrait alors conduire à une stéatose 
hépatique. Par la suite, il y aurait une peroxydation des lipides hépatiques accumulés et une 
augmentation des cytokines pro-inflammatoires provoquées par la présence d’un stress 
oxydatif (« 2ième hit »).   
 
Bien des controverses existent encore quant à la pathophysiologie du NAFLD. 
Parmi celles-ci, l’une des questions majeures qui intriguent encore plusieurs scientifiques 
est l’ordre d’apparition de la résistance à l’insuline et de la stéatose hépatique : la résistance 
à l’insuline serait-elle une cause ou une conséquence de la stéatose hépatique? De plus, des 
recherches récentes soulèvent de nouvelles interrogations quant à un rôle possible de 
l’intestin dans l’apparition de la stéatose hépatique. 
 
3.2.1 Implication de la résistance à l’insuline dans l’apparition de la stéatose 
hépatique 
Cette hypothèse selon laquelle la résistance à l’insuline contribue au développement 
de la stéatose hépatique est renforcée par des études qui ont noté des effets bénéfiques de 
certains médicaments pour diabétiques sur l’accumulation des lipides intrahépatiques. En 
effet, il semble que la prise de certains agents sensibilisateurs à l’insuline, comme la  
metformine ou la thiazolidinedione, pourrait engendrer une réduction de la stéatose 
hépatique, de l’inflammation et de la fibrose hépatique chez l’humain[167-170]. Quant aux 
modèles animaux, les souris ob/ob sont certainement les plus fréquemment utilisées pour 
l’étude du NAFLD. Ces souris déficientes en leptine peuvent développer une 
hyperlipidémie, une résistance à l’insuline et une stéatose hépatique[171]. Il a été démontré 
que le traitement de ces souris ob/ob avec de la leptine ou de la metformine améliore 
	  	  
	  
31
grandement la stéatose hépatique. Il est à noter que les effets bénéfiques de la leptine 
pourraient être le résultat d’une diminution de l’appétit et du poids des souris, tandis que 
l’impact positif de la metformine sur la stéatose hépatique a lieu même si les souris 
demeurent obèses[172]. Puisque le traitement du DT2 permet d’améliorer la stéatose 
hépatique, il semble logique de proposer que la résistance à l’insuline soit davantage une 
cause qu’une conséquence du NAFLD. De plus, bien que le NAFLD puisse se développer 
en l’absence d’un DT2 et d’une obésité[158], la résistance à l’insuline peut être à la fois 
retrouvée chez des individus présentant une stéatose hépatique de poids santé ou 
obèses[173], renforçant de cette façon l’hypothèse selon laquelle la résistance à l’insuline 
soit l’étape initiale clé de la pathophysiologie du NAFLD[174]. 
 
De plus, Rhee et al. ont étudié la relation entre l’hyperinsulinémie et le 
développement du NAFLD chez des adultes non diabétiques sur une période de 5 ans. Pour 
ce faire, 4954 sujets ont été divisés en 4 groupes selon leurs niveaux d’insuline au début et 
à la fin de l’étude, soit 1) « bas-bas », 2) « bas-élevé », 3) « élevé-bas » et 4) « élevé-
élevé». Les résultats démontrent que l’OR (odds ratio) pour le NAFLD est de 2,5 fois plus 
élevé chez le groupe « élevé-élevé », et 1,6 fois plus élevé chez le groupe « bas-élevé » 
comparativement au groupe « bas-bas ». Selon cette étude, un niveau élevé d’insuline au 
début de l’étude et en continu pendant 5 ans est un déterminant indépendant du 
développement futur du NAFLD durant les 5 ans de suivi. De façon très intéressante, les 
risques de NAFLD peuvent être renversés si l’hyperinsulinémie présente au début de 
l’étude est réduite, suggérant la réversibilité et le rôle préventif de la réduction de la 
résistance à l’insuline sur le développement du NAFLD[175].  
 
Parmi les anomalies physiopathologiques clés actuellement associées à l’hypothèse 
selon laquelle la résistance à l’insuline précède la stéatose hépatique, deux attirent 
particulièrement l’attention, soit 1) l’augmentation du transport des acides gras libres vers 
le foie et 2) l’effet de l’hyperinsulinémie sur la régulation du métabolisme lipidique du 
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foie[176]. Tout d’abord, il est proposé qu’en présence d’une résistance à l’insuline, les 
niveaux plasmatiques d’acides gras libres augmentent puisque l’insuline n’arrive plus à 
inhiber correctement la HSL (lipase hormono-sensible) qui régule la lipolyse du tissu 
adipeux. En outre, le tissu adipeux viscéral (ou intra-abdominal) semble avoir un impact 
majeur sur la quantité d’acides gras en circulation puisque celui-ci aurait un niveau de 
lipolyse plus élevé et répondrait moins bien à l’action de l’insuline[177, 178]. Cette plus 
grande quantité d’acides gras libérés en circulation migrera vers le foie où elle sera captée. 
Certaines recherches se sont intéressées à la contribution significative de cette 
augmentation de la captation des lipides dans la stéatose hépatique. Pour ce faire, des 
études réalisées à l’aide de traceurs (isotopes stables) chez des sujets humains obèses avec 
un NAFLD ont été effectuées. Parmi celles-ci, Donnelly et al. estiment qu’environ 60% des 
triglycérides hépatiques proviennent d’acides gras libres originaires du tissu adipeux 
majoritairement, 10% des triglycérides hépatiques seraient attribuables à la nutrition et 
environ 30% seraient le résultat de la lipogenèse de novo[179]. Donnelly et al. soulignent 
par conséquent l’implication des acides gras libres élevés provenant du tissu adipeux en 
circulation et de la lipogenèse de novo dans la pathophysiologie de la stéatose hépatique.  
 
En plus d’une augmentation de l’arrivée des acides gras libres au foie, il y aurait 
également une élévation de l’expression de certains transporteurs hépatiques des acides 
gras. Par exemple, le transporteur CD36 serait davantage exprimé chez des modèles 
animaux de NAFLD[180]. Toujours chez des modèles animaux, il a été démontré que 
l’insuline aurait la capacité d’induire une élévation de l’expression du CD36 et qu’une 
augmentation de ce transporteur a été mise en lien avec l’apparition de la stéatose hépatique 
chez des souris[180, 181]. Chez l’humain, l’équipe de Miquilena-Colina a démontré une 
élévation anormale de l’expression génique et protéique du CD36 au niveau de foies 
NAFLD. Cette augmentation anormale de CD36 a été étroitement associée à la résistance à 
l’insuline, à l’hyperinsulinémie et à l’augmentation du contenu en lipides hépatiques chez 
des sujets NASH. Effectivement, une corrélation positive, qui toutefois ne démontre pas 
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une relation de cause à effet, a été établie entre les niveaux d’expression de CD36 
hépatique, les niveaux plasmatiques d’insuline, le score HOMA-IR (homeostasis model of 
assessment - insulin resistance) et le degré de stéatose des patients NASH. De plus, 
l’examen des biopsies réalisées lors de cette étude a permis de déterminer des différences 
dans la localisation du CD36. En effet, le transporteur CD36 semble davantage présent à la 
surface des membranes plasmatiques des hépatocytes stéatosés, comparativement aux 
hépatocytes normaux où CD36 est majoritairement situé dans le cytoplasme de ces 
cellules[182]. Cette observation laisse ainsi croire que le CD36 jouerait effectivement un 
rôle important dans l’augmentation de la captation des acides gras au foie chez les 
personnes présentant un NAFLD. 
 
D’autre part, la présence d’une hyperinsulinémie peut induire de nombreux 
changements dans l’équilibre métabolique du foie. Entre autres, l’hyperinsulinémie a été 
associée à une augmentation de l’expression de SREBP-1c (sterol regulatory element-
binding protein-1c)[183, 184], un facteur de transcription de la synthèse des acides gras, 
pouvant moduler deux enzymes clés de cette synthèse, soit l’ACC (acetyl-CoA 
carboxylase) et la FAS (fatty acid synthase)[185]. Il a été observé que des souris 
transgéniques surexprimant SREBP-1c présentent une élévation de la lipogenèse et de la 
stéatose hépatique[186]. De façon opposée, il a été noté chez des souris ob/ob avec une 
invalidation moléculaire du SREBP-1c au niveau du foie, une diminution d’environ 50% du 
contenu hépatique en triglycérides[187]. L’hyperinsulinémie pourrait aussi contribuer à 
l’accumulation des acides gras et des triglycérides au foie par l’inactivation du facteur de 
transcription Foxa2 (forkhead transcription factor). Foxa2 promeut la β-oxydation des 
acides gras au foie, mais est inactivé par phosphorylation via les voies de signalisation 
d’IRS (insulin receptor substrate). En présence d’une hyperinsulinémie, il y a une 
suppression quasi complète de Foxa2, donc une réduction de la β-oxydation des acides gras 
et une augmentation de leur accumulation hépatique[188]. Il est alors proposé que 
l’hyperinsulinémie puisse participer à l’exacerbation du contenu en gras du foie grâce à son 
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influence sur une multitude de facteurs impliqués dans le métabolisme des lipides 
hépatiques.  
 
Toujours au niveau de la β-oxydation, des défauts dans la régulation du CPT-1 
(carnitine-palmitoyl transferase-1) peuvent avoir lieu. Il est connu que les acides gras à 
chaines courtes (moins de 8C) et ceux à chaines moyennes (8C à 12C) entrent librement 
dans la mitochondrie afin de subir la β-oxydation, par contre, l’entrée des acides gras à 
chaines longues (12C à 20C) est régulée par le CPT-I[189]. Le CPT-I est un transporteur 
situé au niveau de la membrane externe de la mitochondrie. Selon le statut nutritionnel, les 
acides gras libres hépatiques entreront dans la mitochondrie pour la β-oxydation ou 
alternativement ils seront estérifiés en triglycérides afin de former des réserves. Ces 
triglycérides s’accumuleront donc dans le cytoplasme des hépatocytes où ils seront excrétés 
sous forme de VLDL. Chez les sujets diabétiques, l’hyperglycémie stimule le foie à 
augmenter sa lipogenèse, donc sa synthèse d’acides gras à partir du glucose. Afin de contrer 
cette accumulation d’acides gras qui pourrait être néfaste au foie, les mitochondries des 
hépatocytes augmentent leur taux de β-oxydation. Ce phénomène impliquerait une 
augmentation de l’expression de CPT-I. Des études ont d’ailleurs bien démontré que la β-
oxydation et l’activité de CPT-I sont à la hausse chez des modèles animaux de DT2[161].  
 
Finalement, le ChREBP (carbohydrate responsive element binding protein) est un 
facteur de transcription qui agit comme un médiateur de l’action transcriptionnelle du 
glucose. En présence de concentrations élevées de glucose, comme dans le cas du diabète, 
ChREBP est déphosphorylé et peut alors agir sur les gènes régulés par le glucose via 
ChoRE (carbohydrate response element). Chez des souris ob/ob, la diminution de 
l’expression de ChREBP au foie s’accompagne d’une réduction de la lipogenèse et de la 
quantité de lipides hépatiques[190]. L’expression génique de ACC et de FAS est également 
inhibée. Rappelons que ces deux enzymes jouent un rôle majeur dans la lipogenèse de 
novo. Par conséquent, une augmentation de ChREBP chez les patients diabétiques pourrait 
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se traduire par une élévation de la synthèse d’acides gras et possiblement des risques de 
stéatose hépatique[191]. 
 
3.2.2 Implication de la stéatose hépatique dans l’apparition de la résistance à 
l’insuline  
Tel que mentionné précédemment, l’identification de la résistance à l’insuline 
comme facteur initiateur de la stéatose hépatique reste controversée puisque certaines 
études ont plutôt observé que la stéatose hépatique serait à l’origine de la résistance à 
l’insuline. En effet, de nombreux travaux se sont penchés sur l’impact négatif possible d’un 
contenu anormal en acides gras du muscle, du tissu adipeux et du foie sur la sensibilité à 
l’insuline de ces tissus[192-196]. Il est proposé qu’en situation de suralimentation ou de 
manque d’activités physiques, le foie peut accumuler l’excès d’énergie sous forme de 
triglycérides[197]. Cette accumulation excessive de lipides au niveau des hépatocytes 
pourrait interférer avec la capacité de l’insuline à inhiber la production de glucose par le 
foie. Une résistance à l’insuline hépatique apparaitrait alors et engendrait une légère 
augmentation de la glycémie qui stimulerait à son tour la sécrétion de l’insuline. La 
résistance à l’insuline hépatique serait ici une conséquence et non une cause de la stéatose 
hépatique[198]. 
 
Plus précisément, des évidences scientifiques ont identifié certains métabolites 
lipidiques, tels que les acyl-CoA, le LPA (lysophosphatidic acid), le PA (phosphatidic 
acid), les diglycérides et les céramides, dans l’apparition de perturbations dans les voies de 
signalisation de l’insuline[197]. Par exemple, des études in vivo ont démontré qu’un excès 
de nutriments, causé par des infusions de lipides ou d’acides aminés, peut directement 
induire une résistance à l’insuline au niveau du muscle squelettique[193, 199]. Quant au 
foie, les mécanismes responsables de l’induction de la résistance à l’insuline par les acides 
gras sont connus de façon incomplète et les données scientifiques sont moins nombreuses 
	  	  
	  
36
qu’au niveau du muscle[200]. Certaines recherches indiquent toutefois que ces mécanismes 
seraient semblables à ceux impliqués dans la résistance à l’insuline du muscle squelettique 
induite par les lipides intracellulaires[201, 202]. Ainsi, des évidences provenant de modèles 
animaux et d’études humaines suggèrent qu’effectivement certains métabolites lipidiques 
en excès (particulièrement les diglycérides et les céramides) peuvent interférer avec l’action 
de l’insuline au niveau du foie par l’activation de la PKC (protéine kinase C) et de mTOR 
(mammalian target of rapamycin) tout comme l’inhibition de Akt/PKB (protein kinase B) 
lequel a des effets adverses sur la signalisation de l’insuline. De plus, ces métabolites 
pourraient stimuler la voie de NF-kB (nuclear factor kappa B) qui engendrerait une 
résistance à l’insuline via l’inflammation[202-205].  
 
Kraegen et al. ont rapporté que des rats nourris avec une diète riche en lipides 
pendant trois jours développent une résistance à l’insuline hépatique avant une résistance à 
l’insuline périphérique[206]. Des chercheurs ont alors proposé que ce modèle animal puisse 
être utilisé pour l’étude de la relation entre l’accumulation de gras hépatique et la résistance 
à l’insuline hépatique sans les effets confondants d’une résistance à l’insuline périphérique. 
Parmi ces chercheurs, Samuel et al. ont étudié l’effet d’une diète riche en lipides(59%) 
offerte à des rats sur une période de trois jours[207]. Les résultats démontrent une 
augmentation de trois fois du contenu hépatique en gras sans aucun effet sur le contenu en 
lipides du tissu adipeux viscéral ou du muscle squelettique. La résistance à l’insuline 
hépatique se traduit par une réduction de la phosphorylation d’IRS-1 et d’IRS-2 par le 
récepteur à l’insuline, ce qui mène à une capacité moindre de l’insuline à activer la synthèse 
de glycogène hépatique et la suppression de la production de glucose hépatique. Cette 
incapacité de l’insuline à réguler la synthèse de glycogène hépatique et la production de 
glucose a été démontrée chez des sujets diabétiques de type 2[208, 209]. Les auteurs ont 
associé ces changements à une activation de PKC-ε et de JNK1. Par la suite, des doses 
faibles de DNP (mitochondrial uncoupler 2,4-dinitrophénol) ont été administrées aux rats 
ayant reçu la diète élevée en lipides. Le DNP a comme caractéristique d’augmenter la 
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dépense énergétique et de prévenir l’accumulation de gras hépatique chez les rats qui 
reçoivent une diète riche en lipides, et ce sans induire de modification de la prise 
alimentaire[207]. Chez ces animaux, le DNP a contrecarré l’activation de PKC-ε et de 
JNK1 et ainsi protégé le foie contre l’apparition d’une stéatose hépatique induite par 
l’apport en gras alimentaire[207, 210]. Samuel et al. ont également noté le rôle clé de PKC-
ε dans le développement de la résistance à l’insuline hépatique via le contenu en lipides du 
foie chez des rats présentant une invalidation pour PKC-ε. Ces rats ont été protégés contre 
la résistance à l’insuline hépatique induite par les lipides malgré des niveaux similaires de 
diglycérides et triglycérides aux rats contrôles[211]. Récemment, Fatani et al. ont mis sur 
pied une étude animale visant à déterminer les effets de l’obésité induite par l’alimentation 
sur les voies de signalisation de l’insuline au niveau du foie ainsi que sur le développement 
de la stéatose hépatique. Cette étude a observé que l’obésité induite par la diète chez les rats 
induit une réduction significative des niveaux d’expression d’IRS-2 et de PI3K 
(phosphatidylinositol 3-kinase). Selon ces chercheurs, ces modifications intracellulaires de 
la signalisation de l’insuline participent au développement de la résistance à l’insuline 
hépatique. Les niveaux significativement abaissés d’IRS-2 et de PI3K retrouvés dans cette 
étude suggèrent donc que l’obésité induite par la diète a un impact négatif sur ces deux 
protéines, ce qui mènerait ensuite à l’apparition de la résistance à l’insuline hépatique. Dans 
le contexte de cette étude, Fatani et al. ont également administré des doses de fenofibrate, 
un agoniste de PPAR-α (peroxisome-proliferator-activated receptor-alpha), à ces animaux. 
Ce traitement a engendré une réduction de la stéatose hépatique de 80%, et le retour à une 
diète normale une diminution de 40%[212]. 
 
Des études ont aussi identifié le GPAT1 (glycerol-3-phosphate acyltransferase), 
une enzyme mitochondriale impliquée dans la production de diglycérides, comme l’une des 
causes de la résistance à l’insuline hépatique. L’une des hypothèses proposées est que 
l’excès de diglycérides engendre une activation de PKCε, une phosphorylation d’IRS-1 sur 
la Ser307 ainsi qu’une diminution de l’activation de la PI3K[203, 213]. Une étude conduite 
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par Neschen et al. suggère que l’inhibition de la synthèse hépatique de diglycérides grâce à 
l’invalidation du gène de la mtGPAT1 (glycerol-3-phosphate acyltransferase 
mitochondriale) induit une diminution marquée des concentrations hépatiques de 
diglycérides et de triglycérides et protègerait ainsi les souris de la résistance à l’insuline 
hépatique induite par une diète riche en lipides. Les auteurs proposent que cet effet positif 
soit le résultat d’une moins grande activation de PKC par les diglycérides[213]. Par 
ailleurs, une étude récente conduite par Monetti et al. a démontré que les souris 
surexprimant DGAT-2 (diacylglycerol : acyl-CoA acyltransferase-2) au foie ne sont pas 
résistantes à l’insuline malgré la présence d’une stéatose sévère associée à une 
augmentation du contenu des hépatocytes en diglycérides. Ce modèle animal laisserait donc 
croire que les diglycérides hépatiques ne sont pas une cause de la résistance à l’insuline au 
niveau du foie[214]. Toutefois, contrairement à ces résultats, l’équipe de Jornayvaz et al., 
en utilisant ces mêmes souris surexprimant DGAT-2 au foie, ont pointé une relation entre la 
stéatose hépatique et la résistance à l’insuline hépatique et supportent l’hypothèse que les 
diglycérides peuvent activer PKCε et ainsi jouer un rôle majeur dans l’apparition de la 
stéatose hépatique en association avec la résistance à l’insuline hépatique[215]. Jornayvaz 
et al. attribuent principalement ce paradoxe aux méthodes légèrement différentes de clamps 
hyperinsulinémique-euglycémiques utilisés.  
 
En terminant, Visser et al. ont publié un article très intéressant qui propose que la 
stéatose hépatique, de niveau modéré ou sévère, ne puisse pas engendrer une résistance à 
l’insuline hépatique ou systémique chez les patients présentant une 
hypobetalipoprotéinémie comparativement à des sujets contrôles[216]. Les auteurs 
soulèvent, entre autres, une dissociation entre la résistance à l’insuline et la stéatose 
hépatique. Selon eux, ces deux évènements auraient davantage des bases génétiques et 
certains polymorphismes sont discutés. Par exemple, des études ont décrit une association 
entre les polymorphismes d’APOC3 et, à la fois, la résistance à l’insuline et le NAFLD, 
tandis qu’un polymorphisme pour PNPLA3 (patatin-like phospholipase domain-containing 
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protein 3), un joueur impliqué dans l’hydrolyse des triglycérides dans les adipocytes, a été 
mis en lien avec la stéatose hépatique mais non avec la résistance à l’insuline[217, 218]. 
 
3.2.3 Implication de l’intestin dans la stéatose hépatique 
Qu’en est-il de l’implication de l’intestin dans le développement de la stéatose 
hépatique? Compte tenu du système de communication étroit entre le foie et l’intestin, 
certaines équipes de recherche se penchent actuellement sur cette intéressante question. 
 
Le NPC1L1 (Niemann-pick C1-like1) est un transporteur de cholestérol présent au 
niveau de l’intestin et du foie qui suscite actuellement beaucoup d’intérêt dans la 
pathophysiologie du NAFLD suite à des études qui ont noté l’impact de l’ezetimibe sur le 
développement de la stéatose hépatique. L’ezetimibe est un inhibiteur du NPC1L1, une 
protéine située sur la membrane apicale des entérocytes et qui participe activement à 
l’entrée du cholestérol dans l’intestin. L’ezetimibe peut ainsi provoquer une réduction de 
l’absorption intestinale de cholestérol et un abaissement des concentrations de cholestérol 
plasmatique. Suite à une prise orale, l’ezetimibe subit rapidement une monoglucuronidation 
par les entérocytes et le foie durant le premier passage. Puisque l’ezetimibe et son 
glucuronide recirculent de façon entérohépatique, il est probable qu’ils puissent produire 
une action inhibitrice sur la protéine intestinale NPC1L1 à plusieurs reprises[219]. De 
façon intéressante, des rapports récents suggèrent que l’ezetimibe pourrait améliorer la 
sensibilité hépatique à l’insuline, diminuer l’accumulation de lipides ainsi que 
l’inflammation associée[220, 221]. Dernièrement, Enjoji et al. ont étudié l’impact de 
l’ezetimibe (10 mg/jour) après 6 mois de traitement chez des patients non obèses avec 
NAFLD, sans modification des habitudes alimentaires et d’activités physiques. Après 
traitement, les sujets de l’étude présentaient des niveaux plus bas d’ALT (alanine 
aminotransférase), un indicateur de la présence de lésions au foie, et pour certains sujets, 
ces taux étaient normalisés[222]. Park et al. ont également noté des effets positifs d’une 
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thérapie à long terme, soit 24 mois, avec l’ezetimibe (10 mg/jour) pour des patients 
souffrant d’un NAFLD.  Les sujets de cette étude étaient nouvellement diagnostiqués suite 
à une biopsie hépatique. À la fin du traitement, les individus ayant reçu l’ezetimibe 
présentaient, entre autres, une amélioration du HOMA-IR, des triglycérides, des niveaux 
sériques d’ALT et de la CRP tout comme du degré de stéatose hépatique et d’inflammation. 
Toutefois, les données concernant les niveaux de fibrose sont demeurées inchangées[223]. 
Il semble donc que l’ezetimibe ouvre un nouveau chemin d’exploration dans la 
pathophysiologie du NAFLD et de façon très importante, de nouvelles voies 
thérapeutiques. Des études animales ont aussi été mises sur pied afin de mieux comprendre 
les mécanismes impliqués dans ces effets bénéfiques de l’ezetimibe sur la gestion de la 
stéatose hépatique. Deushi et al. ont remarqué que l’administration de l’ezetimibe à des rats 
Zucker obèses engendrait une amélioration marquée des niveaux de cholestérol et de 
triglycérides plasmatiques et des effets bénéfiques sur la stéatose hépatique et la sensibilité 
à l’insuline du foie[224]. Une investigation conduite par Nomura et al. a démontré que 
l’utilisation de l’ezetimibe chez les rats Zucker obèses diminue significativement 
l’expression génique de SREBP-1c et de ChREBP, deux facteurs de transcription majeurs 
dans la régulation de la lipogenèse hépatique[225]. Par ailleurs, des données scientifiques 
ont aussi suggéré que la consommation alimentaire de cholestérol peut être associée à 
l’apparition du NAFLD[226]. Lors d’une étude sur le NPC1L1, Labonté et al. ont observé 
qu’un traitement avec ezetimibe chez des souris peut non seulement réduire 
significativement les niveaux de NPC1L1 mais aussi engendrer une diminution d’environ 
35% de la protéine CD36 au niveau intestinal[227]. Des recherches dans le domaine ont 
décrit que l’ezetimibe peut également induire une résistance à la formation des calculs de 
cholestérol et du NAFLD en plus de prévenir l’hypercholestérolémie[228]. Il est également 
proposé que l’ezetimibe puisse prévenir le développement de la stéatose hépatique en 
diminuant la lipogenèse hépatique chez des souris nourries avec une diète riche en matières 
grasses et en atténuant la résistance à l’insuline. La résistance à l’insuline est connue pour 
induire une augmentation de la lipogenèse hépatique causée par des niveaux élevés 
d’insuline[229]. Des études supplémentaires sont certainement nécessaires afin de 
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continuer l’exploration de la relation entre le NPC1L1 et le développement de la résistance 
à l’insuline et/ou de la stéatose hépatique. 
 
Les peptides gastro-intestinaux attirent également l’attention vers une nouvelle voie 
de recherche très intéressante. C’est, entre autres, le cas du GLP-1 qui est mieux connu 
pour ses effets incrétines, c’est-à-dire sa capacité à induire une stimulation de la sécrétion 
d’insuline[73]. Des scientifiques ont tenté d’examiner l’effet du GLP-1 sur le métabolisme 
lipidique hépatique en comparant des souris normales et des souris déficientes en DPP-IV, 
une enzyme qui inactive le GLP-1. Ces souris déficientes en DPP-IV présentent par 
conséquent une élévation chronique du GLP-1. Cette étude a permis d’établir que le GLP-1 
favorise l’augmentation de la phosphorylation de l’AMPK (5’ AMP-activated protein 
kinase), une enzyme inhibitrice de la lipogenèse. En plus de son effet bénéfique sur 
l’accumulation de lipides au foie, le GLP-1 a été associé à une diminution des taux de 
cytokines hépatiques pro-inflammatoires et pro-fibrotiques[230]. Tomas et al. ont 
également décrit un effet positif d’injections sous-cutanées de GLP-1 (9-36) pendant 8 
semaines chez des souris obèses suite à une diète élevée en lipides. Selon cette étude, le 
GLP-1 (9-36) induirait une réduction du gain de poids, une prévention de 
l’hyperinsulinémie et de l’hyperglycémie à jeun ainsi qu’une réduction de l’accumulation 
de triglycérides au foie[231]. Selon certains chercheurs, le GLP-1 pourrait être considéré 
comme une nouvelle voie thérapeutique possible pour le traitement du NAFLD[230, 232]. 
 
Depuis quelques années, une autre hypothèse relie l’intestin et l’évolution de la 
stéatose hépatique, soit l’implication du microbiote dans l’apparition du NAFLD. L’intestin 
renferme plusieurs millions de bactéries de plus de 500 espèces différentes. Cette flore 
intestinale diffère en qualité et en quantité selon les espèces et les individus[233]. Entre 
autres, les habitudes alimentaires, le mode de vie, l’âge ou encore l’utilisation 
d’antibiotiques peuvent influencer la composition de la flore intestinale[234]. Il est connu 
que le foie représente la première ligne de défense contre les bactéries provenant de 
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l’intestin puisqu’il reçoit, par la veine porte, environ 70% de son apport en sang de 
l’intestin. Un déséquilibre dans la composition de la flore peut favoriser une brisure dans la 
barrière intestinale et des bactéries peuvent alors migrer de la lumière intestinale vers la 
lymphe pour atteindre le foie ou d’autres organes, cette situation est aussi nommée 
«translocation bactérienne »[235]. Des études ont observé des niveaux plus élevés de LPS 
(lipopolysaccharide) en circulation chez des personnes ayant un désordre chronique 
hépatique[236]. Le LPS est une composante de la membrane des bactéries Gram négatif. Il 
est suggéré que ces bactéries peuvent activer les cellules Kupffer du foie. Les cellules 
Kupffer relâcheraient alors des cytokines telles que le TNF-α par la voie de NF-kB, qui 
pourraient activer l’induction de signaux pro-apoptotiques et engendrer des dommages au 
foie[237]. Le LPS endogène pourrait aussi être transporté à partir de l’intestin dans les 
chylomicrons formés en réponse à une alimentation riche en matières grasses. Les 
chylomicrons provoqueraient une augmentation de la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires suite à leur liaison avec les récepteurs TLR (toll-like receptors)[238].  
 
En conclusion, le foie et l’intestin sont deux organes étroitement liés et qui 
interagissent grandement grâce à la circulation entérohépatique et le métabolisme des 
lipoprotéines par exemple. Le NAFLD, c’est-à-dire le désordre hépatique le plus commun 
relié à l’obésité, a une physiopathologie encore incomplètement comprise mais il est très 
intéressant de noter que l’intestin semble impliqué et qu’il pourrait bien offrir d’autres 
horizons thérapeutiques.  
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4 L’intestin	  et	  le	  métabolisme	  des	  lipides	  alimentaires	  
 
Autrefois considéré comme un organe de transport passif, l’intestin est désormais 
décrit comme un organe hautement spécialisé et complexe dont l’un des rôles les plus 
importants est la régulation du métabolisme des lipides alimentaires qui se divise en 
plusieurs processus soit 1) l’hydrolyse des lipides, 2) la formation des micelles, 3) 
l’absorption et le transport intracellulaire nécessitant des récepteurs et des transporteurs 
spécifiques ainsi que 4) la formation des lipoprotéines, des véhicules qui assureront le 
transport des lipides hydrophobes dans la circulation sanguine. Afin d’assurer le bon 
équilibre de toutes ces étapes, l’intestin dépend d’une multitude de joueurs essentiels dont 
un seul défaut peut engendrer un désordre d’absorption important. 
 
4.1 La digestion des lipides 
4.1.1   L’hydrolyse des lipides 
Les gras alimentaires sont essentiels au maintien d’un bon état de santé en 
fournissant une source d’énergie importante, un apport en acides gras essentiels et en 
facilitant l’absorption des vitamines liposolubles. L’hydrolyse des matières grasses 
alimentaires est une étape essentielle à l’absorption des matières grasses par les cellules 
intestinales. Ainsi, avant de pouvoir être absorbés par l’intestin, les triglycérides 
alimentaires devront être hydrolysés en acides gras libres et en monoglycérides, le 
cholestérol ester sera hydrolysé en cholestérol libre tandis que les phospholipides seront 
scindés en acides gras et en lysophospholipides.  
 
Plus précisément, les triglycérides sont formés d’un squelette de glycérol auquel 
sont attachées 3 molécules d’acides gras en position sn1, sn2 et sn3. L’hydrolyse des 
triglycérides commence dans l’estomac où la lipase gastrique hydrolyse les AGCL (acides 
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gras à chaines longues) en position sn1 et sn3 et les AGCM (acides gras à chaines 
moyennes) en position sn2 principalement[239]. Les AG (acides gras) ainsi libérés 
stimuleront la libération de la cholécystokinine par la muqueuse du duodénum. Celle-ci 
provoque l’excrétion des enzymes pancréatiques, incluant la lipase pancréatique, et de la 
bile de façon concomitante. La lipase pancréatique qui est déversée au niveau du duodénum 
complètera alors le travail d’hydrolyse de la lipase gastrique. En fait, la très grande majorité 
de la digestion des triglycérides et des diglycérides est sous la gouverne de la lipase 
pancréatique. Celle-ci scinde les AGCL en position sn1 ou sn3 libérant ainsi des AGL 
(acides gras libres) et des monoglycérides. Rappelons que les monoglycérides possèdent 
un acide gras en position 2 (2-MG) et représentent la forme prédominante des 
monoglycérides qui seront absorbés au niveau de la membrane apicale des 
entérocytes[240]. 
 
D’autre part, le cholestérol ester est constitué d’une molécule de cholestérol à 
laquelle un acide gras a été estérifié sur le groupement hydroxyle au niveau du troisième 
carbone. Les esters de cholestérol provenant de l’alimentation doivent être hydrolysés grâce 
à la « cholestérol estérase » pancréatique au niveau de l’intestin afin que le cholestérol libre 
(sans acide gras estérifié) puisse y être absorbé. D’ailleurs, des études in vitro et in vivo, 
utilisant un inhibiteur de la cholestérol estérase, ont bien démontré son rôle crucial dans 
l’absorption du cholestérol alimentaire[241, 242] 
 
Quant aux phospholipides, ils se définissent comme un squelette de glycérol auquel 
deux molécules d’acides gras et un groupement phosphate sont reliés. Les phospholipides 
subissent une hydrolyse au niveau de l’intestin grêle par l’action de la phospholipase A2 
(PLA2) pancréatique. Cette enzyme coupe uniquement le lien de l’AG situé en position sn2, 
libérant ainsi un acide gras et un lysophospholipide[243] 
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Figure 7. Hydrolyse des lipides alimentaires. La lipase pancréatique est responsable de 
l’hydrolyse des acides gras en position 1 et 3 des triglycérides afin de produire un 
monoglycéride, ayant un acide gras en position 2, et de libérer 2 acides gras. La cholestérol 
estérase assure la dégradation du cholestérol ester en cholestérol libre et en une molécule 
d’acide gras. Finalement, la phospholipase A2 hydrolyse les phospholipides en un 
lysophospholipide et un acide gras. 
 
Tous ces composés provenant de l’hydrolyse des lipides alimentaires sont 
hydrophobes et devront par conséquent être solubilisés afin d’être absorbés par l’intestin. 
Pour ce faire, ces composés lipidiques devront former, avec les sels biliaires, des complexes 
nommés micelles. 
 
4.1.2 La formation des micelles 
La formation des micelles est une étape essentielle à l’absorption adéquate et 
optimale des graisses alimentaires et des vitamines liposolubles. En effet, les triglycérides 
sont des particules hydrophobes et forment des agglomérations de grosses gouttelettes 
lipidiques, ce qui les rend moins accessibles aux enzymes lipolytiques assurant leur 
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hydrolyse. La bile et les sels biliaires déversés dans le duodénum grâce à la contraction de 
la vésicule biliaire sont alors indispensables puisqu’ils favorisent une émulsion, c’est-à-dire 
la dispersion des grosses gouttelettes de triglycérides en plus petites particules. Les produits 
de l’hydrolyse des triglycérides, donc les monoglycérides et les acides gras, pourront alors 
s’associer avec les sels biliaires et former des petites gouttelettes émulsifiées nommées 
micelles. Les micelles permettent de garder en solution des agents hydrophobes 
(monoglycérides, acides gras, cholestérol libre, vitamines liposolubles) et donc insolubles 
en milieu aqueux[244, 245]. 
 
                               
 
Figure 8. Composition d’une micelle. Les composants de la bile participeront à la 
formation des micelles dont la couche externe est hydrophile et constituée des pôles 
hydrophiles des sels biliaires, des phospholipides (LPA), des acides gras (FA), des 
monoglycérides (MAG) et des diglycérides (DAG). La partie centrale de ces micelles sont 
lipophiles et permettent par conséquent le transport des molécules lipidiques (cholestérol, 
triglycérides, vitamines liposolubles, acides gras) (tiré de Shi et al.[246]) 
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4.2 L’absorption intestinale des lipides 
4.2.1 Le passage transmembranaire 
Suite à leur transport par les micelles, les produits de l’hydrolyse des lipides, c’est-
à-dire le cholestérol libre, les monoglycérides, les phospholipides et les acides gras, sont 
captés par les cellules de l’intestin et traverseront la membrane intestinale. Classiquement, 
une diffusion passive des lipides à travers la membrane apicale est proposée et cette 
diffusion serait la conséquence du gradient de concentration créé par l’abondance des 
lipides dans la lumière intestinale par opposition à leur faible présence dans le milieu 
cytosolique[247]. Toutefois, en plus d’un phénomène de diffusion passive, il existe un 
important transport actif dépendant de la présence de transporteurs sur la membrane apicale 
des entérocytes. Parmi ces transporteurs, le SR-BI (récepteur « éboueur » de classe B et de 
type 1), le NPC1L1 (Niemann Pick C1 like 1) et le CD36 (Cluster of Differentiation 36) 
assument des fonctions essentielles. Compte tenu de la corrélation positive entre les 
niveaux d’absorption du cholestérol et les niveaux plasmatiques de cholestérol, l’étude des 
différents transporteurs et de leur régulation font l’objet de multiples recherches. La 
production de chylomicrons est une caractéristique unique à l’intestin et dépend largement 
de l’absorption du cholestérol et des lipides alimentaires. 
 
4.2.1.1 SR-BI (Scavenger Receptor class B type 1) 
Le SR-BI intestinal participe au transport actif du cholestérol. Cette glycoprotéine 
membranaire de 82 kDa est présente au niveau des villosités de la membrane apicale des 
entérocytes. Le SR-BI est exprimé dans de nombreux tissus comme l’intestin, le foie, le 
cerveau, les macrophages et les adipocytes[248]. Au niveau de l’intestin, le SR-BI est 
majoritairement présent au niveau du jéjunum où l’absorption du cholestérol est effectuée 
de façon plus dominante. Encore aujourd’hui, il existe des résultats contradictoires quant à 
l’importance du SR-BI pour l’absorption intestinale du cholestérol. Par exemple, Mardones 
et al. ont utilisé des souris déficientes en SR-BI afin d’étudier son importance, entre autres, 
	  	  
	  
48
dans la circulation entérohépatique et l’absorption du cholestérol au niveau intestinal. 
Comparativement à des souris contrôles, les souris déficientes démontrent un rôle important 
du SR-BI dans le métabolisme du cholestérol hépatique sans exhiber de contribution à 
l’absorption intestinale de cholestérol[249]. D’un autre côté, Bietrix et al. ont démontré 
dans un modèle de souris surexprimant SR-BI au niveau intestinal, une élévation de 
l’absorption du cholestérol, tout comme des triglycérides[250]. Quant aux cellules 
intestinales humaines Caco-2, les données tentent à démontrer l’importance du SR-BI dans 
l’absorption du cholestérol. Il est même suggéré que le SR-BI soit un élément clé de la 
régulation de la production des chylomicrons particulièrement dans les états d’insulino-
résistance[251]. Beaslas et al. suggèrent également que le SR-BI ait un grand rôle à jouer 
dans la production de chylomicrons suite à l’activation de sa translocation dans le réticulum 
endoplasmique, le site de la synthèse de l’apo B en présence de lipides[252]. Afin 
d’expliquer la diversité des résultats répertoriés pour les études concernant le SR-BI, bon 
nombre d’investigateurs proposent l’existence d’ un phénomène de compensation entretenu 
par d’autres transporteurs de cholestérol tels que le CD36 et le NPC1L1[250, 253].  
 
4.2.1.2 NPC1L1 (Niemann Pick C1-like 1) 
Le NPC1L1 est une protéine d’environ 145 kDa située principalement au niveau du 
duodénum et du jéjunum. Le NPC1L1 est majoritairement connu comme la cible de 
l’ezetimibe, un inhibiteur de l’absorption intestinale de cholestérol alimentaire ou du 
cholestérol biliaire, fréquemment utilisé dans le traitement de l’hypercholestérolémie[254]. 
Ainsi, suite à une prise orale, l’ezetimibe subit rapidement une glucuronidation lors de son 
premier passage dans l’entérocyte. L’ezetimibe « glucuronidé » circule ensuite via la 
circulation entérohépatique et retourne de façon répétitive à l’intestin. Ceci explique la 
durée d’action de l’ezetimibe qui peut s’étendre à quelques jours suite à l’arrêt du 
médicament. De plus, l’ezitimibe « glucuronidé » est plus puissant que l’ezetimibe non lié 
quant à l’inhibition de l’absorption intestinale du cholestérol grâce à l’inhibition du 
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transporteur NPC1L1[255]. En fait, l’ezetimibe serait capable de bloquer l’internalisation 
du NPC1L1[256].  
 
Grâce à son élimination par le cycle entérohépatique, l’ezetimibe agit donc au 
niveau du foie et de l’intestin. En effet, chez l’humain, le NPC1L1 est également exprimé 
au niveau du foie[257-259]. Tel que mentionné précédemment, le foie joue un rôle central 
dans l’homéostasie du cholestérol. Le transporteur NPC1L1 se retrouve au niveau des 
membranes canaliculaires des hépatocytes, tout comme les transporteurs ABCG5 et 
ABCG8 (ATP-binding cassette transporter G5 et G8) qui participent eux-mêmes à l’efflux 
de cholestérol. Chez des souris transgéniques, une surexpression du NPC1L1 a réduit 
significativement la concentration et la sécrétion du cholestérol biliaire sans effet sur les 
transporteurs ABCG5 et ABCG8[257]. De plus, des taux de cholestérol plasmatiques plus 
élevés ont été notés comparativement aux souris contrôles. Certains auteurs proposent alors 
que le NPC1L1 jouerait un rôle dans l’excrétion du cholestérol dans la bile en 
contrebalançant l’effet des transporteurs ABCG5 et ABCG8[259]. 
 
Au niveau de l’intestin, le rôle de NPC1L1 dans l’absorption du cholestérol a été 
fréquemment questionné[260-262]. Entre autres, Altmann et al. ont utilisé un modèle de 
souris déficiente en NPC1L1 afin d’étudier son impact sur l’absorption de cholestérol 
intestinal. Chez les souris déficientes en NPC1L1, on assiste à une diminution de 69% de 
l’absorption intestinale de cholestérol [263]. En constatant ces résultats, les auteurs 
proposent le NPC1L1 comme un transporteur majeur dans l’absorption du cholestérol à 
travers la membrane en brosse des entérocytes. Certaines évidences proposent que le 
NPC1L1 soit régulé par le contenu en cholestérol de la cellule par l’intermédiaire du facteur 
de transcription SREBP-2 (sterol regulatory element-binding protein-2), un facteur de 
transcription impliqué dans l’augmentation de la synthèse de cholestérol lorsque le contenu 
cellulaire du cholestérol est bas[264]. Chez le modèle cellulaire intestinal Caco-2, un effet 
synergique du facteur de transcription HNF-4α (hepatocyte nuclear factor-4alpha) sur 
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SREBP-2 dans la stimulation de l’activité du promoteur du NPC1L1 a été décrit[265]. Il est 
intéressant de noter que l’invalidation du NPC1L1 affecte également l’expression de SR-
BI. En effet, Sané et al. ont décrit une inhibition de l’ARNm de SR-BI chez des cellules 
déficientes en NPC1L1 tandis qu’aucun changement n’a été observé pour les transporteurs 
ABCA1, ABCG5 et CD36. Cette observation vient renforcer l’hypothèse selon laquelle 
certains transporteurs peuvent coopérer entre eux[258]. 
 
Finalement, le NPC1L1 présente 50% d’homologie avec le NPC1, lequel est 
impliqué dans la maladie de Niemann-Pick. Cette pathologie est caractérisée par une 
accumulation de cholestérol dans les lysosomes, causée par une mutation du gène 
NPC1[266]. Des variants génétiques pour NPC1L1 ont été identifiés chez l’humain. 
Certains sont associés à des taux d’absorption plus bas du cholestérol. Wang et al. 
suggèrent que certaines modifications translationnelles (ex : glycosylation ou « recyclage » 
de la protéine) influencent la fonction du NPC1L1[267]. Contrairement au NPC1 qui est 
exprimé dans plusieurs tissus, le NPC1L1 est majoritairement retrouvé au niveau de 
l’intestin, principalement dans le jéjunum proximal[263]. Toutefois, la localisation 
intracellulaire exacte du NPC1L1 reste encore obscure. En effet, certaines études ont 
retrouvé le NPC1L1 au niveau des membranes apicales des entérocytes et des cellules 
intestinales Caco-2, et d’autres proposent un emplacement cytosolique. Dans leurs 
expériences d’immunofluorescence et d’immunocytochimie, Sané et al. ont montré que le 
NPC1L1 est présent au niveau de la bordure en brosse, des lysosomes et des mitochondries 
des cellules Caco-2/15, suggérant qu’il pourrait exister des mouvements de la protéine entre 
le côté apical des cellules intestinales et différentes organelles. Des recherches 
supplémentaires sont donc nécessaires afin de saisir de la physiologie et de la localisation 
du NPC1L1 dans les cellules intestinales, ce qui augmenterait notre compréhension sur le 
transport du cholestérol et permettrait la conception de moyens thérapeutiques efficients. 
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4.2.1.3 FAT/CD36 (Fatty Acid Translocase/Cluster of Differentiation 36) 
Le CD36 est une glycoprotéine de 88 kDa exprimée de façon ubiquitaire. Ce 
transporteur a donc été retrouvé dans plusieurs types cellulaires, dont les cellules 
épithéliales de l’intestin, les macrophages et les adipocytes[268, 269]. Le CD36 est 
considéré comme un transporteur multiligand, c’est-à-dire qu’il peut lier différentes 
molécules (acides gras, cholestérol) avec une très grande affinité, [270].  
 
Le CD36 a déjà un rôle bien connu dans l’absorption intestinale des acides gras. 
Toutefois, les évidences quant à son rôle dans la captation du cholestérol au niveau 
intestinal sont moins abondantes. Werber et al. ont démontré grâce à l’utilisation d’un 
anticorps bloquant que le CD36 influence la captation intestinale de cholestérol libre, mais 
non du cholestérol estérifié. Selon les résultats de leur étude, ils estiment que le CD36 serait 
responsable de 35% du cholestérol libre absorbé[271]. Récemment, le CD36 a été identifié 
avec L-FABP (liver fatty acid binding protein), une protéine de transport cytosolique des 
acides gras, comme étant important pour la synthèse des vésicules de transport des pré-
chylomicrons au niveau du réticulum endoplasmique[272]. Tel que décrit précédemment, le 
peptide gastro-intestinal GLP-2 a aussi été associé à la régulation de l’assemblage et de la 
sécrétion des chylomicrons avec l’implication du transporteur CD36[87]. En employant un 
modèle de souris déficiente en CD36, Nauli et al ont décrit une réduction significative de 
l’absorption du cholestérol, une diminution de l’apo B-48 et un abaissement de la formation 
des chylomicrons[273]. De plus, il est de mieux en mieux établi que la CD36 joue un rôle 
dans le transport des acides gras pour aider à la formation des chylomicrons[268, 272, 273]. 
Chez des sujets humains déficients en CD36, une hypertriglycéridémie postprandiale et une 
sécrétion plus grande de lipoprotéines de plus petite taille que les chylomicrons sont 
observées. Ceci laisse croire qu’il y aurait présence d’un défaut dans la formation des 
chylomicrons et que ces lipoprotéines plus petites auraient possiblement un impact 
athérosclérotique plus important[274].  
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4.2.1.4 ABCA-1 (ATP-binding cassette transporter A-1) 
Suite à son absorption dans la cellule intestinale, le cholestérol s’intègre non 
seulement dans la voie de formation des chylomicrons mais aussi dans celle des particules 
HDL dans lesquelles l’apolipoprotéine A-I et l’ABCA-1 jouent un rôle important. En effet, 
l’ABCA-1 participe à la régulation de l’efflux de cholestérol via la membrane basolatérale 
pour le lier à l’apolipoprotéine A-I et ainsi initier la formation des HDL de provenance 
intestinale. Des déficiences en ABCA-1 ont été retrouvées chez l’humain et sont impliquées 
dans la maladie de Tangier qui est caractérisée par un mauvais efflux de cholestérol et 
conséquemment d’une absence de formation des HDL[275]. En plus d’assurer le retour 
inverse du cholestérol, les HDL ont aussi des propriétés importantes en tant qu’anti-
inflammatoires, qu’antioxydants et qu’antithrombotiques[276]. 
 
4.2.1.5 ABCG5 et ABCG8 (ATP-binding cassette transporter G5 et G8) 
Tel que mentionné, suite à l’entrée du cholestérol dans l’intestin, il peut être 
incorporé aux chylomicrons et aux HDL intestinaux. Certains travaux encore limités 
soulignent son exocytose du côté apical vers la lumière intestinale. De façon intéressante, 
les transporteurs ABCG5 et ABCG8 participent à la régulation de cette excrétion. 
 
L’ABCG5 et l’ABCG8 (ATP-binding cassette (ABC) G5 et G8) sont deux protéines 
formant un hétérodimère exprimé majoritairement au niveau du foie et de l’intestin. En 
favorisant l’efflux du cholestérol, l’hétérodimère assure une fonction importante dans la 
protection des cellules contre l’accumulation de stérols. En effet, au niveau hépatique, 
ABCG5/ABCG8 favorise l’excrétion des stérols dans la bile et, au niveau intestinal, 
favorise l’efflux de cholestérol vers la lumière intestinale[277]. Il existe des mutations des 
protéines ABCG5 et ABCG8 qui conduisent à la sitostérolémie, une pathologie caractérisée 
par l’accumulation des stérols, qui conduit les personnes atteintes à des maladies 
cardiovasculaires à un âge précoce[278]. Méndez-Gonzalez et al. ont observé qu’une 
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déficience en ABCG5/ABCG8 chez des souris engendre une hypertriglycéridémie, une 
réduction de la clearance plasmatique des triglycérides, une augmentation de la sécrétion 
des triglycérides par le foie et une élévation de l’absorption intestinale des triglycérides. 
Parmi les mécanismes potentiels, les auteurs proposent une diminution de l’activité de la 
LPL, l’enzyme clé de l’hydrolyse périphérique des lipoprotéines riches en triglycérides 
dans la circulation[279]. 
 
En résumé, il existe différents transporteurs de cholestérol au niveau de l’intestin 
qui assurent un équilibre essentiel entre les entrées et les sorties du cholestérol cellulaire. 
Entre autres, cet équilibre est nécessaire au maintien d’une cholestérolémie optimale. 
 
 
 
Figure 9. Schématisation de la localisation des transporteurs de cholestérol dans la 
cellule intestinale. Les transporteurs SR-BI, NPC1L1 et CD36 sont situés du côté apical 
donnant sur la lumière intestinale et assurent l’entrée du cholestérol dans la cellule. 
L’hétérodimère ABCG5/G8 est également localisé du côté apical mais participe à 
l’excrétion de cholestérol de la cellule vers la lumière intestinale. Quant à l’ABCA-1, il est 
présent du côté basolatéral, donc du côté de la circulation sanguine, afin de participer à 
l’efflux de cholestérol grâce à la formation des HDL. 
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4.2.2 Le transport dans le cytosol 
Une protéine cytosolique liant les acides gras, la FABP (fatty acid binding protein), 
assure le transport des acides gras à travers le cytosol, de la bordure en brosse des 
entérocytes vers le réticulum endoplasmique (RE). Deux isoformes, I-FABP (intestinale) et 
L-FABP (hépatique), ont été identifiées et sont toutes deux synthétisées dans les 
entérocytes. L’isoforme I-FABP est une protéine de 15 kDa exprimée exclusivement au 
niveau de l’intestin grêle tandis que le L-FAPB est une protéine de 14,3 kDa 
principalement exprimée dans le foie mais aussi dans l’intestin et les reins[280]. Ces deux 
isoformes auraient des fonctions distinctes. L-FABP aurait comme rôle d’acheminer les 
acides gras à chaines longues vers le réticulum endoplasmique pour la formation et leur 
sécrétion sous forme de chylomicrons[281, 282], tandis que le I-FABP dirigerait les AGCL 
vers d’autres compartiments intracellulaires et participerait ainsi à la mise en réserve des 
acides gras par l’intermédiaire de la synthèse des triglycérides[283]. 
 
4.2.3 La réestérification des lipides 
Une fois transportés jusqu’au réticulum endoplasmique, les produits de l’hydrolyse 
des triglycérides, du cholestérol ester et des phospholipides seront réestérifées. Ainsi, il y a 
reformation des triglycérides, des phospholipides et du cholestérol ester au niveau du 
réticulum endoplasmique.  
 
Tout d’abord, la réestérification des triglycérides passe par la voie des 
monoglycérides où l’enzyme MGAT (monoacylglycérol acyltransférase) ajoute un acide 
gras à un monoglycéride afin de former un diglycéride. Puis, l’enzyme DGAT 
(diacylglycérol acyltransférase) produit un triglycéride en ajoutant un autre acide gras au 
diglycéride[284]. Ainsi, l’enzyme MGAT catalyse la première étape de la resynthèse des 
triglycérides. Cette voie de synthèse contribue à produire environ 80% des TG qui seront 
ultimement incorporés dans les chylomicrons[285]. Trois gènes pour MGAT (MGAT1, 
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MGAT2 et MGAT3) ont été identifiés. La MGAT2 et la MGAT3 sont retrouvées au niveau 
de l’intestin. La MGAT2 est la principale enzyme impliquée dans la synthèse des 
diglycérides et son activité est stimulée par une alimentation riche en matières grasses[286]. 
Par la suite, l’enzyme DGAT (DGAT1 et DGAT2) est responsable de la dernière étape de 
la formation des triglycérides, soit la transformation des diglycérides en triglycérides. 
Buhman et al. ont observé chez des souris déficientes en DGAT1 et recevant une diète 
riche en lipides de façon chronique, un taux plus élevé de triglycérides dans les entérocytes 
ainsi qu’une sécrétion amoindrie des chylomicrons. Toutefois, ces observations ne sont pas 
présentes chez les souris déficientes en DGAT1 sous diète normale[287]. D’autre part, il 
semble que ce serait DGAT2 qui aurait un effet majeur sur la synthèse des 
triglycérides[288]. Il est alors proposé que les deux DGAT aient des rôles différents dans la 
mise en réserve et la mobilisation des triglycérides accumulés compte tenu, entre autres, de 
leur différente localisation. En effet, la DGAT1 est localisée sur la membrane du réticulum 
endoplasmique et dirigé vers la lumière du réticulum endoplasmique où il favoriserait la 
formation des triglycérides pour leur incorporation dans le chylomicrons tandis que la 
DGAT2 est localisée elle aussi sur le réticulum endoplasmique, mais ses sites actifs sont 
dirigés vers le cytoplasme, ce qui catalyserait la formation des triglycérides pour leur mise 
en réserve dans la cellule[289, 290]. 
 
Une deuxième voie de moindre importance existe pour la réestérification des 
triglycérides. En effet, les entérocytes peuvent synthétiser des diglycérides à partir du 
glucose grâce à la voie de l’α-glycérophosphate. Ces diglycérides seraient ensuite 
transformés en triglycéride par la DGAT. Lors de l’absorption normale des lipides, la voie 
du monoglycéride est privilégiée, tandis que la voie de l’α-glycérophosphate a davantage 
lieu lors d’un jeûn [291].  
 
En ce qui concerne la réestérification du cholestérol, l’acyl-CoA cholestérol acyl 
transférase (ACAT) est l’enzyme qui assure la synthèse de cholestérol ester à partir du 
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cholestérol libre et d’un acide gras[292]. Il est estimé qu’environ 75% du cholestérol 
nouvellement absorbé est retrouvé dans les chylomicrons sous sa forme estérifiée[293]. Il 
existe deux isoformes pour ACAT, soit ACAT1 et ACAT2. ACAT1 est une protéine 
membranaire majoritairement située au niveau du réticulum endoplasmique et distribuée de 
façon ubiquitaire. Il est proposé que l’ACAT1 participerait principalement à la synthèse du 
cholestérol ester utilisé dans la mise en réserve de cholestérol dans le cytosol. Quant à 
ACAT2, majoritairement exprimée dans le foie et l’intestin grêle, elle est surtout associée 
au cholestérol ester dédié à la formation des lipoprotéines [292]. 
 
 Finalement, les phospholipides seront reformés grâce à la voie du monoglycéride. 
En effet, les lysophospholipides absorbés deviendront des phospholipides sous l’influence 
de l’enzyme lyso-PL acyltransférase[294, 295]. 
 
4.3 L’assemblage des lipoprotéines intestinales 
Après avoir été resynthétisés, les lipides hydrophobes sont incorporés dans des 
véhicules représentés par les lipoprotéines, leur permettant ainsi de circuler dans la 
circulation sanguine, un milieu aqueux. La plupart des lipoprotéines (les chylomicrons, les 
VLDL et les HDL), peuvent être sécrétées par l’intestin grêle[296]. Toutefois, les 
chylomicrons demeurent la classe majeure et préférentielle de lipoprotéines synthétisées et 
sécrétées par les cellules intestinales pour le transport des graisses alimentaires et des 
vitamines liposolubles. À noter que l’apolipoprotéine B-48 est  essentielle à la formation et 
à l’exocytose cellulaire des chylomicrons[297], car sa déficience mène à la malabsorption 
des lipides alimentaires. 
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4.3.1 L’« editing » de l’apo B 
Comme mentionné auparavant, l’apo B est une grande glycoprotéine essentielle à 
l’assemblage et la sécrétion des lipoprotéines fabriquées par l’intestin et le foie. Il existe 
deux formes d’apo B chez les mammifères, soit l’apo B-100, majoritairement synthétisée 
par le foie, et l’apo B-48 synthétisée uniquement par l’intestin grêle. L’apo B-48 est donc 
propre aux chylomicrons produits par l’intestin. Chaque chylomicron contient une seule 
apo B-48 à leur surface qui peut être alors utilisée comme référence pour la présence de 
chylomicrons[298, 299]. Il est donc possible de distinguer les lipoprotéines provenant du 
foie des lipoprotéines de source intestinale. L’apolipoprotéine B-48 est synthétisée à partir 
de l’ARNm de l’apolipoprotéine B-100 par un mécanisme post-transcriptionnel appelé 
l’«editing de l’apoB ». Cette modification est réalisée grâce à un complexe enzymatique 
nécessitant l’APOBEC-1 (apo B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide 1)[300].  
 
4.3.2 La lipidation de l’apo B et l’assemblage des chylomicrons 
L’apo B est produite de façon continue et doit être lipidée afin de ne pas être 
dégradée par le protéasome. Puisque les lipides sont synthétisés dans le réticulum 
endoplasmique lisse et les apolipoprotéines dans le réticulum endoplasmique rugueux, le 
transfert des lipides de la membrane du RE jusqu’à l’apo B nécessite donc l’action du MTP. 
Le MTP, une protéine de 97 kDa, essentielle à l’assemblage des chylomicrons au niveau de 
l’intestin, et des VLDL au niveau du foie. Des mutations ont été décrites pour le MTP chez 
l’humain et cette situation engendre une absence de la production de lipoprotéines 
contenant l’apo B, c’est l’abétalipoprotéinémie[301]. Certains facteurs sont connus pour 
influencer l’activité du MTP, par exemple la disponibilité des lipides ainsi que la présence 
de la leptine et de l’insuline[302]. 
 
Au niveau intestinal, lorsque l’apo B-48 est lipidée, d’autres lipides et 
apolipoprotéines sont ajoutés à la surface des chylomicrons en formation; ils seront 
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transportés jusqu’à l’appareil de Golgi. Une protéine des plus importantes assure le 
transport des chylomicrons vers l’appareil de Golgi, il s’agit du Sar1b GTPase[303]. Des 
défauts génétiques ont déjà été répertoriés pour le Sar1b GTPase et sont reliés à la maladie 
d’Anderson ou au syndrome de rétention des chylomicrons[304]. Par la suite, les 
chylomicrons pourront migrer dans le cytosol, grâce aux vésicules de l’appareil de Golgi, 
vers la membrane basolatérale et ainsi être relâchés en circulation. 
 
En terminant, il faut noter que l’apo B-48 est produit de façon constante. Tel que 
mentionné précédemment, lorsqu’il n’est pas lipidé, il est dirigé vers le protéasome qui 
assure sa dégradation. Le protéasome est donc responsable de la régulation de la production 
de l’apo B-48. Dans certaines situations, des défauts au niveau du protéasome pourraient 
induire, par exemple, une augmentation de la synthèse de l’apo B-48 et de façon simultanée 
celle des chylomicrons. Cette situation a déjà été observée par notre laboratoire dans les 
rats du désert (Psammomys obesus) résistants à l’insuline et diabétiques[305]. Une 
régulation à la hausse de la synthèse de l’apo B-48 pourrait par conséquent contribuer à 
l’apparition de la dyslipidémie diabétique. De plus en plus d’évidences scientifiques 
suggèrent que cette situation pourrait se produire également au niveau de l’intestin humain. 
Il est donc impératif de révéler si l’intestin peut développer une résistance à l’insuline et 
contribuer conséquemment à l’augmentation de la synthèse de l’apo B-48 et à la 
surproduction des chylomicrons surtout dans les conditions de résistance à l’insuline et de 
DT2. Un tel scénario contribuerait à l’augmentation des risques de dyslipidémies et de 
maladies cardiovasculaires présents chez les sujets avec des désordres cardiométaboliques 
(obésité, insulino-résistance et DT2). D’ailleurs, des chylomicrons ont été retrouvés dans 
des plaques d’athérosclérose humaines[306]. 
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Figure 10. Représentation schématique de l’assemblage des chylomicrons. Dans 
l’entérocyte, les monoglycérides et les acides gras fusionneront pour former des 
triglycérides grâce aux enzymes MGAT et DGAT. Le cholestérol libre sera réestérifié par 
l’enzyme ACAT. Cette synthèse de lipides se déroule dans le réticulum endoplasmique. 
L’assemblage du chylomicron par l’intestin débutera par la lipidation de l’apo B-48 grâce à 
l’action de la MTP qui assure le transport des lipides de la membrane du réticulum 
endoplasmique jusqu’à l’apo B en formation. D’autres lipides seront ensuite incorporés 
dans les chylomicrons qui seront alors transportés à l’appareil de Golgi. La sécrétion des 
chylomicrons via la membrane basolatérale des entérocytes est sous la gouverne des 
vésicules golgiennes en coopération avec les le PCTV ou vésicules de transport 
(PreChylomicron Transport Vesicle)[307, 308].  
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5 L’intestin	  et	  la	  sensibilité	  à	  l’insuline	  
5.1 Les organes classiques de la sensibilité à l’insuline 
Actuellement, les organes classiquement connus comme étant sensibles à l’insuline 
et pouvant développer une résistance à l’insuline sont le foie, le muscle squelettique et le 
tissu adipeux. Une description brève de certaines fonctions importantes de l’insuline au 
niveau de ces organes sera présentée dans les paragraphes suivants. 
 
5.1.1 Le foie et la sensibilité à l’insuline 
Le foie met en réserve le glucose sous forme de glycogène, c’est la 
glycogénogenèse. Lorsque le foie est saturé en glycogène, le glucose supplémentaire capté 
par le foie est dirigé vers la voie de synthèse des acides gras qui seront ensuite estérifiés en 
triglycérides. Les triglycérides ainsi formés seront exportés sous forme de particules VLDL 
dans la circulation. Les actions de l’insuline au niveau hépatique consistent en 
l’augmentation de la glycogénogenèse par une stimulation de la glycogène synthétase 1 
ainsi qu’à l’activation de la glycolyse par le biais de l’augmentation de l’activité de la 
phosphofructokinase (PFK) et de la pyruvate kinase[309]. L’insuline augmente également 
la lipogenèse, c’est-à-dire la formation des acides gras qui s’accumuleront sous forme de 
triglycérides et seront mis en réserve, grâce à la stimulation de l’expression de certains 
gènes par des facteurs de transcription. Comme exemple, dans la lipogenèse, le SREBP-1c 
en coopération avec le ChREBP activent les enzymes ACC, FAS et SCD1 (stearoyl CoA 
desaturase 1). D’ailleurs, les facteurs de transcription SREBP-1c et ChREBP sont des 
joueurs majeurs de la régulation du métabolisme des glucides et des lipides en réponse à 
divers stimuli comme l’insuline et les concentrations élevées de glucose. L’insuline élève 
également la formation des particules VLDL, l’oxydation des acides gras, la synthèse de 
cholestérol ainsi que la synthèse des protéines[310]. 
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5.1.2 Le muscle et la sensibilité à l’insuline 
Au niveau du tissu musculaire, l’insuline assure une plus grande captation du 
glucose sanguin en augmentant la translocation du récepteur de glucose GLUT4 de son 
pool intracellulaire vers la membrane plasmique[311]. L’insuline est également responsable 
d’une plus grande glycolyse au niveau du muscle suite à l’élévation de l’activité de 
l’hexokinase et de la 6-phosphofructokinase. Une augmentation de la synthèse du 
glycogène est également induite. L’insuline favorise aussi l’entrée des triglycérides en 
circulation dans le tissu musculaire et une synthèse augmentée des protéines. L’insuline a la 
capacité d’augmenter la concentration de malonyl-CoA au niveau du muscle, ce qui aura 
pour effet d’inhiber la CPT-1, une enzyme clé qui régule l’entrée des acides gras dans la 
mitochondrie pour la β-oxydation. Par conséquent, l’insuline peut induire une réduction de 
l’oxydation des acides gras libres au niveau du muscle[310]. 
 
5.1.3 Le tissu adipeux et la sensibilité à l’insuline 
Dans le tissu adipeux, l’insuline favorise l’entrée du glucose par l’intermédiaire d’une 
augmentation du transporteur GLUT4 sur les membranes des adipocytes[311]. De plus, elle 
favorise la glycolyse et la synthèse de glycogène. L’insuline augmente aussi la captation 
des acides gras libres et indirectement des triglycérides par les adipocytes. En effet, 
l’insuline est bien connue pour la stimulation de l’activité de la LPL qui est responsable du 
clivage des acides gras du squelette des triglycérides en circulation et favorise leur entrée 
dans le tissu adipeux[312, 313]. L’insuline assure également une réduction de la lipolyse 
suite à une inhibition de l’activité de la HSL (lipase hormonosensible) du tissu adipeux. 
Ceci entraine une diminution de la mobilisation des acides gras libres du tissu adipeux et 
donc une réduction des AGL remis en circulation. Puisqu’un niveau plus bas d’AGL en 
circulation est créé, il y a une meilleure utilisation du glucose par le muscle. Une synthèse 
de protéines accrue est également observée en présence d’insuline[310]. 
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5.2 L’intestin et la sensibilité à l’insuline 
Au cours des dernières années, en plus des trois organes classiques de la sensibilité 
à l’insuline, l’intestin a fait l’objet d’un nombre grandissant d’études. Effectivement, 
certaines évidences suggèrent que l’intestin peut être lui aussi un organe sensible à 
l’insuline. Toutefois, des données supplémentaires sont encore nécessaires afin de 
confirmer solidement cette hypothèse, et dans ce cas, il pourrait contribuer à l’apparition 
des désordres métaboliques. 
 
5.2.1 Fonctions de l’insuline au niveau intestinal 
Tout comme pour le muscle et le tissu adipeux, l’insuline participerait à la 
régulation de la captation de glucose au niveau des cellules intestinales. Serhan et al. ont 
étudié les effets de l’insuline sur l’absorption du glucose à l’aide de jéjunums de rats. Leurs 
résultats suggèrent que l’insuline augmente l’entrée du glucose du côté apical des cellules 
grâce à l’augmentation du transporteur de glucose SGLT1 (sodium-dependent glucose 
transporter 1). Cette équipe de recherche a également confirmé ces résultats en utilisant la 
lignée cellulaire intestinale Caco-2. Ainsi, lorsque les cellules Caco-2 sont en présence 
d’insuline, elles captent davantage de glucose, d’ailleurs ce résultat est confirmé par des 
niveaux plus élevés de glucose intracellulaire[314]. Tobin et al. ont également noté un 
impact de l’insuline sur le transporteur de glucose GLUT-2 au niveau intestinal. Selon leurs 
résultats décrits dans les Caco-2, l’insuline a la capacité de contrôler la localisation de ce 
transporteur. Ainsi, l’insuline a diminué les niveaux de GLUT-2 au niveau de la bordure en 
brosse et de la membrane basolatérale des cellules intestinales[315]. 
 
De façon très intéressante, des fonctions de l’insuline au niveau du métabolisme 
intestinal lipidique et lipoprotéinique ont aussi été décrites. Par exemple, des entérocytes 
isolés d’animaux soumis à une diète standard et mis en présence d’insuline ont permis de 
démontrer que l’insuline a un effet inhibiteur sur la production de l’apolipoprotéine B-48. 
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Rappelons de nouveau que la synthèse de l’apo B-48 est constitutive. Ce groupe de 
recherche avait également isolé des entérocytes d’animaux hyperinsulinémiques et scruté le 
statut de l’apo B-48 qui est resté invariable en réponse à l’insuline dans ce type 
d’animaux[316]. De plus, la résistance à l’insuline a même été associée à une surproduction 
de l’apo B-48[305, 317]. Ceci suggère donc que l’intestin représente un organe sensible à 
l’action de l’insuline et pourrait bien développer une résistance dans des conditions 
particulières. D’autre part, quelques mécanismes ont été proposés et traduisent des 
altérations dans la voie de signalisation de l’insuline chez le hamster. Par exemple, 
Federico et al. ont observé que les entérocytes de hamsters résistants à l’insuline sont 
caractérisés par des niveaux plus bas de la phosphorylation de IRS-1 (insulin receptor 
substrate-1) et de la protéine Akt. Par ailleurs, ces animaux affichaient des niveaux 
significativement augmentés de la sous-unité p110 de la PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinase), des protéines PTP-1B (protein tyrosine phosphatase-1B) et de la phosphorylation 
de ERK1/2 (extracellular signal-related kinase) dans les cellules intestinales[316]. De plus, 
Qin et al. ont induit une résistance à l’insuline intestinale dans ce même modèle de hamster 
en injectant le facteur inflammatoire TNF-α. Comme résultats, on assiste à une 
surproduction des lipoprotéines intestinales. D’autres données dans ce travail suggèrent que 
le TNF-α agit via ses récepteurs afin de stimuler la voie de la p38MAPK et ainsi participer 
à l’établissement de la résistance à l’insuline et d’une surproduction des lipoprotéines 
intestinales[318]. 
 
Pour la première fois chez l’humain, en 2010, Pavlic et al. ont démontré un effet 
inhibiteur de l’insuline sur la production des lipoprotéines contenant l’apo B-48 chez des 
hommes en santé. Selon leur conclusion, cet effet pourrait résulter directement de l’insuline 
et  minimalement d’une diminution des acides gras libres en circulation[319]. Il semble par 
conséquent que l’insuline et les acides gras libres jouent un rôle important dans la 
régulation de la sécrétion des lipoprotéines intestinales et que l’accumulation des 
chylomicrons en circulation chez les personnes diabétiques ne résulte pas uniquement d’un 
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désordre de clearance de ces particules, mais également d’une augmentation de leur 
production. Plus récemment, Nogueira et al. ont décrit, chez des hommes présentant un 
DT2, une résistance à l’action inhibitrice de l’insuline sur la production intestinale de 
chylomicrons, augmentant ainsi les risques de dyslipidémies et d’athérosclérose[320]. 
 
5.2.2 Rôle de l’AMPK dans la sensibilité à l’insuline et l’homéostasie lipidique 
L’AMPK (mammalian 5‘ AMP-activated protein kinase) est une protéine kinase 
ubiquitaire qui agit comme un senseur de l’homéostasie énergétique de la cellule. L’AMPK 
est un complexe hétérotrimérique formé d’une sous-unité catalytique α et deux sous-unités 
régulatrices, β et γ. Plusieurs isoformes ont été décrites pour ces sous-unités soient α1, α2, 
β1, β2, γ1, γ2 et γ3. La combinaison entre ces différents isoformes amène à la formation de 
douze complexes. L’AMPK représente un joueur clé de la régulation de la balance 
énergétique à la fois au niveau cellulaire et de l’organisme. Ainsi, l’AMPK stimule les 
voies métaboliques qui augmentent la production d’énergie, comme la glycolyse ou 
l’oxydation des acides gras, et inhibe les procédés qui consomment de l’énergie, comme la 
lipogenèse et la gluconéogenèse. L’activation de l’AMPK protège la cellule contre certains 
stress physiologique (jeûne, hypoglycémie, exercice) et pathologique (hypoxie, ischémie) 
qui entrainent une diminution de l’énergie de la cellule, c’est-à-dire une augmentation de la 
concentration intracellulaire en AMP[321]. L’AMPK est uniquement active suite à une 
phosphorylation du résidu thréonine Thr 172[322].  
 
L’importance de l’AMPK dans la régulation du métabolisme lipidique et glucidique 
a été bien documentée au niveau du foie, du muscle, du cœur et du tissu adipeux où 
l’AMPK semble avoir des propriétés spécifiques selon ces tissus. En réponse à une 
diminution des réserves d’énergie, l’AMPK atténue la lipogenèse dans les organes comme 
le muscle et le foie via la phosphorylation et l’inhibition de l’ACC résultant en une 
réduction des niveaux de malonyl-CoA et par la suite à une augmentation de la β-oxydation 
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au niveau de la mitochondrie. La synthèse de cholestérol de novo est aussi sous l’influence 
de l’AMPK, car cette enzyme peut inhiber l’activité de la HMG CoA reductase[323]. 
L’AMPK assure aussi un rôle dans la libération du glucose à partir du foie et la stimulation 
de son entrée dans le muscle squelettique. Cette favorisation de l’entrée du glucose dans le 
muscle squelettique est une conséquence de l’augmentation de la translocation du 
transporteur de glucose GLUT4 à la membrane plasmique[324]. Au niveau hépatique, une 
dérégulation de l’AMPK est considérée comme un mécanisme conduisant à l’accumulation 
lipidique et à l’hyperlipidémie chez les personnes avec DT2. Au niveau du foie, les effets 
majeurs de l’activation de l’AMPK comprennent l’inhibition de la synthèse des acides gras, 
du cholestérol, du glycogène et de la gluconéogenèse, accompagnée de l’activation de la β-
oxydation. Notons que l’activation de l’AMPK au niveau du foie augmente également la 
capture du glucose et inhibe la synthèse de glycogène[325]. 
 
La régulation du métabolisme lipidique par l’AMPK constitue donc une piste de 
recherche intéressante pour le traitement des anomalies lipidiques associées au DT2. Il est 
entre autres proposé que l’AMPK puisse réguler l’ACC, l’enzyme clé de la synthèse des 
acides gras, et qui a été identifié comme une cible de l’AMPK. Des études ont démontré 
que l’AMPK peut phosphoryler et ainsi inactiver l’isoforme ACC1, impliqué dans la 
synthèse des acides gras, tout comme l’isoforme ACC2, davantage associé à l’inhibition de 
la β-oxydation. L’AMPK régule négativement d’autres joueurs du métabolisme lipidique 
tels que les facteurs de transcription SREBP-1c et ChREBP, ainsi que les enzymes ACC, 
FAS et GPAT. L’activation de l’AMPK stimule également la CPT-1[326, 327]. 
Malheureusement, au niveau de l’intestin, les régulations et les fonctions de l’AMPK sont 
méconnues, dont son lien avec la résistance à l’insuline et le DT2. En vue de ces 
considérations, il devient critique d’évaluer le statut, la régulation et la fonction de 
l’AMPK, des aspects examinés dans ce travail de doctorat.   
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6 La	  résistance	  à	  l’insuline	  :	  une	  étape	  préliminaire	  au	  DT2.	  
 
6.1 L’obésité 
L’obésité est reconnue comme une maladie chronique en augmentation constante 
chez les adultes tout comme chez les enfants dans le monde, [328]. Elle constitue ainsi l’un 
des plus importants défis de santé publique. Il a été longtemps proposé que l’obésité résulte 
uniquement d’un débalancement entre la quantité de calories consommées et la dépense 
énergétique. Aujourd’hui, les experts de la santé s’accordent sur le fait que l’obésité est une 
pathologie beaucoup plus complexe et multifactorielle, c’est-à-dire qu’une multitude de 
causes lui ont été associées dont des facteurs biologiques (ex : génétique, programmation 
fœtale, régulation de l’appétit)[329, 330], comportementaux (ex : habitudes alimentaires, 
pratique d’activités physiques, heures de sommeil)[331-333], socio-économiques et 
environnementaux (ex : environnement bâti, flore microbienne)[334, 335]. L’obésité est 
donc particulièrement complexe puisque tous ces facteurs sont en interrelation et 
interagissent rendant le traitement de l’obésité beaucoup moins facile qu’il n’y parait. 
L’obésité, qui se décrit comme une accumulation excessive de graisse corporelle, peut 
engendrer de nombreux effets néfastes pour la santé incluant la résistance à l’insuline, le 
DT2, les dyslipidémies, l’hypertension, la stéatose hépatique et les maladies 
cardiovasculaires[336]. La gestion de l’obésité est par conséquent un défi de premier ordre 
pour les professionnels de la santé. 
 
Aujourd’hui, nous savons que l’obésité intra-abdominale (ou viscérale), caractérisée 
par une accumulation de graisse dans la région abdominale, est la forme d’obésité la plus 
délétère pour la santé[337, 338]. Selon le NCEP ATP III (national cholesterol education 
program adult treatment panel III), la mesure du tour de taille peut être utilisée afin 
d’établir la présence d’une obésité intra-abdominale. Celle-ci est alors décrite comme un 
tour de taille de plus de 102 centimètres (cm) chez les hommes et de plus de 88 cm chez les 
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femmes. L’obésité, particulièrement l’obésité abdominale, augmente la mise en circulation 
de métabolites lipidiques (AGL, TG) et de facteurs pro-inflammatoires.  Les métabolites 
lipidiques en excès dans la circulation sanguine seront captés par différents organes, dont le 
muscle ou le foie et peuvent alors représenter un facteur initiateur de la résistance à 
l’insuline. D’autre part, le tissu adipeux a également un rôle des plus importants par sa 
sécrétion d’adipokines[339]. L’association entre l’obésité et la résistance à l’insuline est 
grandement causée par des changements fonctionnels du tissu adipeux, c’est-à-dire que 
celui-ci mobilisera des quantités exagérées d’acides gras libres et d’adipokines pro-
inflammatoires en circulation[340, 341]. Les cytokines pro-inflammatoires, telles que le 
TNF-α, l’IL-1 et l’IL-6, peuvent induire une dérégulation de l’action normale de l’insuline 
dans le tissu adipeux ainsi que dans les cellules musculaires et constituer alors l’une des 
causes de l’apparition de la résistance à l’insuline. L’un des principaux mécanismes 
proposés actuellement est l’inhibition de l’activité d’IRS-1 par certaines cytokines 
inflammatoires comme le TNF-α[342]. Il est aussi suggéré que le TNF-α et l’IL-6 
promeuvent la résistance à l’insuline en interférant avec le transporteur de glucose GLUT-
4[343]. Conséquemment, l’obésité abdominale est étroitement associée à la présence d’une 
résistance à l’insuline, à une hypertension, à un statut inflammatoire, à des désordres 
lipidiques et à une augmentation des risques de maladies cardiovasculaires[344, 345]. 
 
6.2 La résistance à l’insuline 
Les cellules β pancréatiques des ilots de Langerhans sont responsables de la 
sécrétion de l’insuline, une hormone hypoglycémiante et anabolique qui joue un rôle 
majeur dans le contrôle de la glycémie en augmentant la capture et l’utilisation du glucose 
par les tissus cibles (foie, muscle et tissu adipeux). Elle stimule également la lipogenèse et 
la synthèse de glycogène et inhibe la gluconéogenèse, la glycogénolyse et la lipolyse[310, 
346]. Comme décrits précédemment, ces effets sont davantage connus au niveau du foie, du 
tissu adipeux et du muscle squelettique, les trois organes classiques de la sensibilité à 
l’insuline.  
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Les cellules β du pancréas emmagasinent une grande quantité d’insuline qui sera 
libérée sous l’influence de certains facteurs tels que la concentration du glucose sanguin, 
suite à l’augmentation des niveaux circulants de glucose ou d’acides aminés après un repas 
ou sous l’influence du GLP-1 ou du GIP[347]. Le GIP (glucose-dependent insulinotropic 
polypeptide) est un peptide de 42 acides aminés produit par les cellules K du duodénum. Sa 
sécrétion est stimulée en présence de glucose et d’acides gras[348]. Rappelons que le GLP-
1 est produit par les cellules L du jéjunum et de l’iléon, par un mécanisme de clivage 
protéolytique du pré-pro-glucagon. Le GLP-1 est impliqué dans le ralentissement de la 
vidange gastrique. Ceci résulte en une diminution de la vitesse d’absorption du glucose au 
niveau intestinal et, conséquemment, d’une réduction des oscillations de la glycémie post-
prandiale. L’effet du GLP-1 étant dépendant du glucose, son administration, même à des 
doses élevées, n’a pas été associée à des risques d’hypoglycémie. De plus, puisque le GLP-
1 a la capacité de stimuler la synthèse d’insuline, son utilisation permet de maintenir les 
réserves d’insuline des cellules β du pancréas[349]. 
 
La résistance à l’insuline est un phénomène qui se traduit comme une diminution de 
la capacité de l’insuline à faire entrer le glucose dans les tissus périphériques et à supprimer 
la production hépatique du glucose. Ainsi, une augmentation de la glycémie a lieu et, afin 
de compenser cette situation, il y a création d’une hyperinsulinémie résultant de la 
surproduction de l’insuline par les cellules β du pancréas dans le but d’empêcher 
l’hyperglycémie. Un excès d’insuline est alors nécessaire pour obtenir une réponse à 
l’insuline quantitativement normale. L’hyperinsulinémie compensatoire durera un certain 
moment, jusqu’à l’épuisement des cellules pancréatiques puis les premiers signes cliniques 
du DT2 apparaissent. Il est bien admis que les sujets présentant une obésité et un DT2 ont 
un risque beaucoup plus élevé de maladies cardiovasculaires que la population non 
diabétique[350].   
 
	  	  
	  
69
En clinique, diverses méthodes permettent d’évaluer la résistance à l’insuline. Le 
clamp hyperinsulinémique-euglycémique est considéré comme la méthode de référence 
pour la mesure de la sensibilité à l’insuline[351]. Brièvement, un débit d’insuline constant à 
une concentration supraphysiologique est utilisé afin de favoriser l’utilisation périphérique 
du glucose et de bloquer sa production par le foie. Une perfusion de glucose est effectuée 
de façon simultanée dans le but de maintenir un niveau de glycémie stable. La glycémie est 
mesurée régulièrement afin d’ajuster le débit de glucose. Ainsi, plus un sujet est 
insulinosensible, plus la quantité de glucose perfusée est grande. Ce test est davantage 
utilisé lors de recherches cliniques puisque son utilisation en pratique clinique est difficile à 
mettre en place compte tenu du matériel et du personnel expérimenté requis. C’est 
pourquoi, en pratique clinique, des indices ont été développés permettant d’obtenir une 
estimation indirecte de la résistance à l’insuline. Parmi ceux-ci, l’index HOMA-IR 
(homeostasis model assessment- insulin resistance) est l’un des plus connus. Le HOMA-IR 
(insuline (umol/ml) x glucose (mmol/L) / 22,5) est augmenté chez les sujets présentant une 
résistance à l’insuline[352]. L’index QUICKI (quantitative insulin sensitivity check index) 
peut être également utilisé comme index d’insulinosensibilité (1 / [log (insulinémie) + log 
(glycémie)])[353]. Les patients avec une insulinorésistance ont donc un indice plus bas. Ces 
deux indices présentent une corrélation acceptable avec le clamp[353]. 
 
 La Figure 11 présente un résumé des impacts majeurs d’une résistance à l’insuline 
au niveau du foie, du muscle et du tissu adipeux. Les conséquences de la résistance à 
l’insuline créent un statut propice au développement des désordres cardiovasculaires. 
Brièvement, au niveau du foie, la résistance à l’insuline est associée à une plus grande 
production de glucose ainsi qu’à une libération plus élevée en circulation de particules 
VLDL, d’acides gras libres et des facteurs inflammatoires. La résistance à l’insuline 
musculaire, tout comme celle présente au niveau du tissu adipeux, est traduite par une 
réduction de la captation et de l’utilisation du glucose. Par ailleurs, le tissu adipeux libèrera 
davantage d’acides gras libres et d’adipokines pro-inflammatoires en circulation. Une 
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diminution de la sécrétion d’adiponectine est également notée. De façon importante, 
l’adiponectine, une cytokine produite par le tissu adipeux, exercerait un rôle « anti-
diabétique » au niveau du foie et du muscle squelettique en augmentant la sensibilité à 
l’insuline de ces organes. Des propriétés anti-inflammatoires et anti-athérogéniques lui ont 
également été associées[354, 355].  
 
De plus, en condition de résistance, l’insuline ne peut plus réguler l’activité de la 
HSL ou de la LPL. Tous les tissus sont alors exposés de façon chronique à de hautes 
concentrations d’AGL et de triglycérides. Ces AGL et triglycérides peuvent avoir alors un 
effet toxique sur les cellules et donc favoriser des désordres dans l’action de l’insuline au 
niveau du foie et du muscle par exemple ou encore affecter la sécrétion d’insuline par les 
cellules β pancréatiques. 
 
En conclusion, tous ses désordres causés par la résistance à l’insuline de ces trois 
organes provoquent, en circulation, une augmentation des triglycérides et des acides gras 
libres, une élévation de la glycémie ainsi qu’une présence accrue de facteurs pro-
inflammatoires importants.  Tel que mentionné précédemment, l’intestin est désormais 
aussi considéré comme un organe sensible à l’insuline. Toutefois, il n’est toujours pas 
établi si l’intestin peut devenir résistant à l’insuline lors de situations métaboliques 
anormales. Si l’intestin peut effectivement développer une résistance à l’insuline, il serait 
alors possible que celui-ci présente certains défauts métaboliques, par exemple dans la 
régulation du métabolisme des lipides et des lipoprotéines, contribuant ainsi à l’apparition 
de la dyslipidémie caractéristique à l’obésité, à la résistance à l’insuline et au DT2. 
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Figure 11. Désordres induits par la résistance à l’insuline au niveau du foie, du muscle 
et du tissu adipeux. La résistance à l’insuline induit de nombreux désordres métaboliques 
au niveau du foie, du muscle et du tissu adipeux qui engendreront un profil athérogénique 
caractérisé par une hypertriglycéridémie, une hyperglycémie, un niveau anormal d’acides 
gras libres ainsi qu’un statut pro-inflammatoire. Des données supplémentaires sont 
nécessaires afin d’établir si l’intestin peut développer une résistance à l’insuline et 
déterminer sa contribution dans l’apparition de cette dyslipidémie diabétique. 
 
6.3 Le diabète de type 2 
Le DT2 est une maladie métabolique qui affecte près de 300 millions de personnes à 
travers le monde. Malheureusement, il est estimé que ce nombre pourrait bien passer à 450 
millions d’ici l’an 2030[356]. Le DT2 est une pathologie caractérisée par la présence d’une 
hyperglycémie chronique et est le résultat d’interactions complexes entre des facteurs 
génétiques et des facteurs environnementaux. Tout d’abord, il est important de noter qu’il 
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existe un terrain génétique quant aux risques d’apparition de la résistance à l’insuline et du 
DT2. Ainsi, ce ne sont pas toutes les personnes en surpoids ou obèses qui développeront 
une résistance à l’insuline ou un DT2. Les études portant sur les sujets obèses 
métaboliquement sains en font bien la preuve[357, 358]. Bien que les gènes responsables 
du DT2sont encore mal identifiés, les facteurs environnementaux impliqués dans son 
apparition ont fait l’objet de plusieurs études et ceux-ci incluent le mode de vie, le type 
d’alimentation et le vieillissement. L’obésité est sans aucun doute l’un des facteurs les plus 
importants de l’apparition du DT2, qui lorsque mal contrôlé, peut entrainer des 
conséquences néfastes au niveau microvasculaire et macrovasculaire et réduire la qualité et 
l’espérance de vie des patients. 
 
La dyslipidémie présente chez la personne insulino-résistante ou diabétique est 
caractérisée par une hypertriglycéridémie, une baisse des HDL-cholestérol, une 
augmentation des LDL-cholestérol petites et denses et une hyperlipémie postprandiale. Il 
est à retenir que les triglycérides sont maintenant considérés comme un facteur de risque 
indépendant des maladies cardiovasculaires[359, 360]. La dyslipidémie des sujets résistants 
à l’insuline est principalement la conséquence d’une accumulation sanguine des 
lipoprotéines intestinales et hépatiques. Dans la présente, thèse, nous nous intéresserons en 
particulier à la contribution de l’intestin aux dyslipidémies postprandiales et au 
développement des maladies cardiovasculaires. 	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7 La	  contribution	  de	  l’intestin	  aux	  dyslipidémies	  postprandiales	  et	  au	  
développement	  des	  maladies	  cardiovasculaires	  
 
Il est bien connu que l’intestin est un régulateur important de la concentration du 
cholestérol en circulation. La prochaine section vise à dresser un tableau du rôle de 
l’intestin dans l’apparition des maladies cardiovasculaires lors de maladies chroniques 
telles que l’obésité, la résistance à  l’insuline et le DT2. Il est actuellement proposé que les 
chylomicrons et les résidus de chylomicrons pourraient contribuer à l’augmentation des 
risques d’apparition des maladies cardiovasculaires lors d’un état insulinorésistant. 
Effectivement, la résistance à l’insuline peut induire une dyslipidémie postprandiale causée 
par une hypersécrétion de la production entérocytaire des chylomicrons [361, 362] et une 
déficience dans la capacité de clearance des résidus de chylomicrons, ce qui entraine une 
élévation de leur concentration dans la circulation. Une diminution de la capacité de 
clearance des chylomicrons augmente la période durant laquelle ils sont en circulation, ce 
qui amplifie leur caractère athérogène et constitue un facteur important du développement 
des particules LDL petites et denses[363]. Les résidus de chylomicrons sont générés par la 
lipolyse des chylomicrons. Cette situation est souvent caractéristique de l’obésité, de la 
résistance à l’insuline ou des maladies cardiovasculaires chez la population adulte comme 
chez les enfants[364, 365].  
 
De plus, il a été décrit que les chylomicrons, des produits exclusifs à l’intestin, et 
leurs résidus peuvent être captées par les macrophages et les cellules musculaires lisses 
lorsque les concentrations plasmatiques sont anormalement élevées. Ces lipoprotéines ont 
également été détectées dans les cellules spumeuses des lésions vasculaires ainsi que dans 
des plaques d’athérosclérose chez l’humain[306]. Effectivement, des évidences 
scientifiques suggèrent que les résidus de lipoprotéines provenant du foie (IDL et LDL) 
tout comme de l’intestin (résidus de CM) contribuent à l’accumulation du cholestérol dans 
les artères[366-368]. Il est ainsi proposé que les chylomicrons puissent initier le processus 
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de l’athérosclérose compte tenu des résidus qui sont de petites particules, denses et riches 
en cholestérol capables de pénétrer dans les parois vasculaires et rester emprisonnés dans 
l’espace sous-endothélial[369, 370]. D’ailleurs, Proctor et al. ont administré des perfusions 
de LDL-cholestérol et de résidus de chylomicrons à de lapins. Ils ont remarqué qu’il existe 
une captation préférentielle de l’apo B-48 dans l’espace sous-endothélial, ce qui suggère un 
rôle important du chylomicrons dans l’apport en cholestérol et en acides gras à la plaque 
d’athérosclérose[371]. Les acides gras contenus au cœur de ces lipoprotéines augmentent la 
perméabilité de l’endothélium et sont cytotoxiques pour les cellules endothéliales in vitro. 
De plus, une présence accrue des lipoprotéines riches en triglycérides élève l’expression 
des molécules d’adhésion. Par ailleurs, cette dyslipidémie postprandiale contribue à 
l’apparition d’un stress oxydatif, à l’inflammation et au développement d’une dysfonction 
endothéliale[372, 373].  
 
Chan et al. ont étudié les niveaux d’apolipoprotéine B-48 et de résidus de 
chylomicrons chez 28 sujets obèses présentant un DT2 en lien avec la condition de leur 
fonction endothéliale. Lors de cette étude, les chercheurs ont tout d’abord confirmé la 
présence de taux plus élevés de triglycérides, d’apo B-48 comparativement à des sujets 
contrôles en santé et non-obèses. Ils ont aussi noté une relation significative entre un taux 
élevé d’apo B-48 et la présence d’une dysfonction endothéliale. De façon importante, leurs 
résultats suggèrent que la concentration des résidus de chylomicrons soit spécifiquement 
plus importante dans l’augmentation des risques cardiovasculaires que la concentration 
totale des lipoprotéines contenant l’apo B[374]. Par ailleurs, un récepteur spécifique aux 
lipoprotéines contenant l’apo B-48, l’apoB48R, a été isolé et caractérisé dans les 
macrophages[375]. Il est fortement retrouvé dans les cellules spumeuses présentes dans les 
stries lipidiques et les plaques d’athérome. Notons aussi que l’apo B-48 a été révélée dans 
les plaques d’athérome aortiques chez l’homme[376]. 
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Ainsi, la régulation des concentrations plasmatiques de lipoprotéines riches en 
triglycérides (chylomicrons et résidus de chylomicrons) pourrait amenuiser les risques de 
complications cardiovasculaires. Certaines voies thérapeutiques sont actuellement étudiées, 
par exemple, l’utilisation des fibrates[374], des oméga-3 et de la niacine. Dernièrement, les 
peptides gastro-intestinaux, tout particulièrement le GLP-1, ont fait l’objet de nombreux 
sujets d’étude dans ce domaine. De façon intéressante, en plus des effets bénéfiques du 
GLP-1 sur le métabolisme des lipoprotéines intestinales, les études utilisant les agonistes du 
GLP-1 et les inhibiteurs de la DPP-IV ont permis de constater des rôles directs et indirects 
du GLP-1 sur les cardiomyocytes, les vaisseaux sanguins et le contrôle de la pression 
sanguine[377]. 
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8 Problématique	  de	  la	  recherche	  :	  La	  résistance	  à	  l’insuline	  intestinale	  
 
8.1 L’impact de la résistance à l’insuline intestinale sur la dyslipidémie diabétique 
La résistance à l’insuline, l’étape préliminaire au DT2, est l’une des plus importantes 
conséquences de l’obésité. En effet, la présence d’une résistance à l’insuline chez un 
individu favorise à la fois le développement de dyslipidémies et de maladies 
cardiovasculaires[378].   
 
L’un des plus importants facteurs de maladies cardiovasculaires chez ces personnes 
est l’apparition d’anomalies lipidiques[379]. Un nombre grandissant d’évidences 
scientifiques démontrent qu’il existerait un lien étroit entre la sécrétion intestinale des 
lipoprotéines et les profils lipidiques anormaux des sujets résistants à l’insuline ou avec 
DT2[380]. Cette condition est appelée la dyslipidémie diabétique.  
 
Mero et al. ont démontré une augmentation significative des niveaux d’apo B48 dans 
une population de sujets diabétiques avec athérosclérose comparativement à un groupe de 
sujets diabétiques sans athérosclérose[381]. De plus en plus d’experts suggèrent donc que 
l’intestin serait un organe susceptible de développer une résistance à l’insuline et ainsi 
contribuer à l’établissement de cette dyslipidémie diabétique chez les sujets obèses 
diabétiques[380, 382, 383]. Quelques marqueurs de la résistance à l’insuline intestinale ont 
été décrits. Cependant, très peu d’informations sont disponibles sur la signalisation de 
l’insuline au niveau intestinal et des études supplémentaires sont essentielles pour 
confirmer les études antécédentes, approfondir les mécanismes proposés et établir les 
comparaisons avec les autres tissus. Quoique les données soient fragmentaires et obtenues 
surtout des modèles animaux, on attribue à la résistance à l’insuline intestinale les désordres 
suivants : 1) une augmentation de la lipogenèse de novo intestinale; 2) une élévation de la 
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synthèse de novo du cholestérol; 3) une modification des niveaux d’absorption des lipides 
par les entérocytes;  4) une hausse de l’assemblage et de la sécrétion des chylomicrons;  et 
5) une altération de la voie signalétique de l’insuline. 
 
8.2 Les marqueurs suggérés de la résistance à l’insuline intestinale 
8.2.1 Augmentation de la lipogenèse de novo intestinale 
La lipogenèse est un terme qui englobe les phénomènes biochimiques qui 
conduisent à la synthèse des lipides. Cette lipogenèse est activée sous l’action de l’insuline. 
Haidari et al. ont observé, chez des hamsters résistants à l’insuline, une biosynthèse 
intestinale augmentée de lipides (triglycérides, cholestérol ester et cholestérol libre) et une 
élévation de la synthèse d’acides gras chez des entérocytes isolés des hamsters[317]. Il 
semble que les taux accrus de lipogenèse soient dus au SREBP-1c, un puissant facteur de 
transcription[316] décrit par  Federico et al. chez des hamsters résistants[316].  
 
8.2.2 Élévation de la synthèse de novo du cholestérol par l’intestin 
Plusieurs modèles animaux ont permis de constater que le métabolisme intestinal du 
cholestérol est perturbé en présence d’un DT2. En particulier, les enzymes HMG CoA et 
ACAT ont été ciblées. Rappelons que ces enzymes sont respectivement responsables de la 
synthèse du cholestérol et de l’estérification du cholestérol libre en cholestérol ester. 
Gleeson et al. ont utilisé un modèle de rat diabétique pour documenter une élévation des 
niveaux sériques de triglycérides et de cholestérol concomitamment à l’augmentation 
significative de la synthèse intestinale du cholestérol chez les animaux diabétiques[384]. 
Ces données ont été confirmées par Feingold et al. qui ont noté une augmentation 
significative de l’ARNm et de la masse protéique de l’enzyme HMG CoA reductase au 
niveau de l’intestin chez des rats présentant un diabète[385] et par Lally et al. qui ont fait 
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les mêmes observations chez des rats Zucker diabétiques [386]. D’autre part, Hori et al. ont 
observé une stimulation de l’enzyme ACAT chez des animaux diabétiques[387]. 
 
8.2.3 Dérégulation de l’absorption des lipides par les entérocytes 
Les transporteurs ABCG5 et ABCG8 sont deux unités situées sur la membrane 
apicale des cellules intestinales. Elles forment un hétérodimère et assurent l’excrétion du 
cholestérol vers la lumière intestinale. Une diminution de l’expression intestinale de 
ABCG5 et ABCG8 a été observée chez des rats devenus diabétiques suite à une 
administration de streptozotozine[388]. De façon intéressante, Bloks et al. ont également 
démontré, toujours chez un modèle de rats diabétiques suite à une administration de 
streptozotozine, qu’une supplémentation en insuline permet de normaliser partiellement les 
niveaux d’ABCG5 et ABCG8 intestinaux[388]. Lally et al. ont aussi noté des niveaux plus 
bas de ABCG5 et G8, en association avec une augmentation de l’ARNm de NPC1L1 au 
niveau intestinal chez des rats Zucker diabétiques[386].  
 
Le NPC1L1 est un transporteur majeur du cholestérol au niveau intestinal. Une 
augmentation de NPC1L1 signifie une augmentation de l’absorption intestinale du 
cholestérol dans les entérocytes. Une corrélation positive a d’ailleurs été établie entre le 
niveau de cholestérol contenu dans les chylomicrons et les niveaux d’ARNm de 
NPC1L1[389]. Il est donc suggéré que la composition lipidique anormale des chylomicrons 
à la suite d’une résistance à l’insuline joue un rôle majeur dans le développement de 
l’athérosclérose[383]. Ravid et al. ont étudié les effets de hautes concentrations en glucose 
dans les Caco-2, un modèle intestinal cellulaire. Ces hautes concentrations de glucose ont 
provoqué une élévation de l’absorption du cholestérol via les transporteurs de cholestérol 
NPC1L1 et CD36[390].  
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Quant au transporteur SR-BI, sa distribution intracellulaire est très sensible à 
l’insuline. En effet, un traitement avec de l’insuline induit une redistribution du SR-BI du 
cytoplasme vers une localisation majoritairement (60%) périnucléaire. L’utilisation d’un 
bloqueur de la signalisation de l’insuline (le wortmannin) bloque en partie cet effet[251]. 
Ce phénomène de translocation du SR-BI a été remarqué dans les cellules hépatiques 
HepG2[391], les adipocytes[392] et même les entérocytes du cochon[393]. Ainsi, la 
présence d’une résistance à l’insuline provoquerait un désordre dans les déplacements 
intracellulaires du SR-BI intestinal et pourrait alors influencer les niveaux d’absorption du 
cholestérol. Il est aussi à noter qu’une plus grande expression intestinale de SR-BI a été 
associée à une plus grande production de chylomicrons dans des modèles animaux[251]. Il 
est donc raisonnable de proposer que la résistance à l’insuline engendre une modification 
de la régulation des transporteurs de cholestérol au niveau de l’entérocyte qui a pour 
résultat une absorption accrue de cholestérol et un moindre efflux de cholestérol dans la 
lumière de l’intestin.   
 
8.2.4 Hausse de l’assemblage et de la sécrétion des chylomicrons 
Les dyslipidémies rencontrées chez les personnes diabétiques de type 2  seraient, en 
partie, causées par une augmentation du taux de production des chylomicrons au niveau 
intestinal. Par ailleurs, l’hyperlipidémie postprandiale est caractérisée par une augmentation 
des résidus de chylomicrons et représente un risque important d’athérosclérose[368, 394].  
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Figure 12. Modification de la régulation de la synthèse des chylomicrons en situation 
de résistance à l’insuline et de diabète de type 2. Sous l’influence d’une résistance à 
l’insuline ou d’un diabète de type 2, plusieurs protéines impliquées dans la lipogenèse, la 
synthèse et la sécrétion des chylomicrons sont augmentées. Ainsi, une élévation des 
protéines MGAT, DGAT, ACAT, MTP et de l’apo B a été décrite. Cette situation résulte en 
une concentration plus élevée de chylomicrons en circulation et donc un risque de maladies 
cardiovasculaires accru chez ces personnes. 
 
Tout d’abord, certaines études ont remarqué une augmentation de la production de 
chylomicrons par les entérocytes en présence de DT2 surtout dans des modèles animaux. 
Zoltowska et al. ont démontré que chez les Psammomys obesus, des animaux résistants à 
l’insuline ou diabétiques, il y a une plus grande production de chylomicrons et d’apo B-48. 
Les états de résistance à l’insuline et de DT2 chez ces animaux sont également 
accompagnés d’une élévation de la synthèse de triglycérides et d’une augmentation des 
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enzymes MGAT et DGAT au niveau intestinal[305]. Sasase et al. ont étudié 
l’hypertriglycéridémie chez des rats Torii diabétiques. À 30 semaines, ces animaux ont 
démontré des niveaux d’ARN messager significativement plus élevés pour les protéines 
MTP, DGAT1 et MGAT2 au niveau intestinal[395]. Lewis et al. ont étudié l’impact des 
acides gras sur la production intestinale de lipoprotéines. Chez des hamsters résistants à 
l’insuline, qui présentent un taux plus élevé d’acides gras libres, ils ont remarqué une 
élévation de la production à jeun de lipoprotéines[396].  
 
Chez l’humain, Kinoshita et al. ont observé la présence d’une plus grande 
concentration circulante d’apolipoprotéine B-48 chez des sujets avec un syndrome 
métabolique[397]. Phillips et al. ont scruté des biopsies duodénales humaines prises lors de 
gastroscopies. L’étude des niveaux d’ARNm du MTP révèle une augmentation chez les 
sujets diabétiques en comparaison à des sujets contrôles[398]. Lally et al. ont également 
étudié des biopsies de duodénum de sujets humains diabétiques et contrôles. Une 
augmentation des taux d’ARNm du MTP a aussi été notée. De plus, cette équipe a observé 
une augmentation du transporteur NPC1L1 et une réduction de ABCG5 et G8[389]. Hogue 
et al. ont étudié les profils lipidiques de 11 hommes diabétiques de type 2 présentant une 
hypertriglycéridémie sévère comparativement à 13 hommes non diabétiques et ayant un 
profil lipidique normal. Ils ont observé que les sujets diabétiques avaient une glycémie et 
une insulinémie plus élevée, des taux plus hauts de triglycérides plasmatiques et des 
niveaux de HDL plus bas que les sujets contrôles. Ces sujets diabétiques ont des 
concentrations plus grandes de lipoprotéines riches en triglycérides (apo B-48), de VLDL et 
d’IDL[399]. 
 
8.2.5 Détérioration de la voie de signalisation de l’insuline  (Akt, p38 MAPK) 
Chez le modèle de hamster résistant à l’insuline (fructose-fed hamster), des défauts 
dans la signalisation de l’insuline au niveau des entérocytes ont été décrits. Parmi les 
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observations notées, une diminution de la quantité et de la phosphorylation d’IRS-1 et de la 
quantité de la protéine Akt et inversement une augmentation de la quantité de la sous-unité 
p110 de la PI3K, de la tyrosine phosphatase-1B et de la phosphorylation de ERK. Ces 
observations sont en accord avec la présence d’une insulinorésistance intestinale en 
compagnie d’une augmentation de la voie ERK qui peut conduire à une augmentation de 
l’expression de la MTP, de l’apo B et du SREBP-1. Il y aurait ainsi une élévation de la 
lipogenèse de novo, de la production et de la sécrétion des chylomicrons[316, 400]. 
 
En résumé, de plus en plus d’évidences scientifiques ont identifié des marqueurs qui 
laissent croire que l’intestin développerait une résistance à l’insuline, tout comme le tissu 
adipeux, le muscle et le foie. Toutefois, il existe encore certaines controverses et les 
mécanismes impliqués dans cette résistance à l’insuline intestinale doivent être davantage 
approfondis et confirmés. En outre, contrairement au foie où la signalisation de l’insuline 
est bien décrite, beaucoup de travaux restent à accomplir en ce qui concerne l’intestin.   
	  	  
	  
83
9 Projet	  de	  Recherche	  
9.1 Hypothèses et rationnels pour les études. 
La physiopathologie du DT2 se caractérise par de sévères anomalies métaboliques 
telles que l’hyperglycémie et les dyslipidémies contribuant au développement des maladies 
cardiovasculaires. Jusqu’à récemment la communauté scientifique responsabilise le foie, un 
organe faisant partie des tissus catalogués comme résistants à l’insuline et capables 
d’intensifier la production des VLDL et d’influencer positivement l’hypertriglycéridémie 
chez les patients insulino-résistants. Les travaux sur l’intestin sont surtout d’origine 
animale et les données en découlant sont fragmentaires. Nous proposons dans ce 
programme scientifique que l’intestin réponde à la régulation nutritionnelle (glucose) et 
hormonale (PYY), dispose de senseur métabolique (AMPK) pour contrôler l’homéostasie, 
et contracte la résistance à l’insuline dans des conditions cardiométaboliques (obésité, IR et 
DT2) vulnérables qui l’incitent à surproduire des chylomicrons, favorisant l’hyperlipidémie 
postprandiale.  
  
9.1.1 Marqueurs de la résistance à l’insuline intestinale et contribution de l’intestin 
aux désordres lipidiques 
Une étude réalisée antérieurement dans notre laboratoire[390] a démontré que de 
hautes concentrations de glucose, appliquées simultanément du côté apical et basolatéral 
des cellules intestinales Caco-2/15, induisent une augmentation de l’incorporation de 
cholestérol et modulent certains transporteurs du cholestérol et des facteurs de transcription 
impliqués dans le métabolisme lipidique intestinal. Nous avons postulé qu’une haute 
concentration de glucose surtout du côté basolatéral (représentant la circulation sanguine) 
des cellules intestinales est davantage responsable de cet effet qu’une haute concentration 
de glucose du côté apical (illustrant la lumière intestinale). En d’autres mots, nous 
suggérons qu’une glycémie élevée a un impact plus important sur le métabolisme intestinal 
que la consommation de glucose, et pourrait induire des désordres lipidiques. 
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9.1.2 Modification du métabolisme des lipides, des apolipoprotéines et des 
lipoprotéines en fonction de la présence du peptide YY chez les cellules Caco-
2/15 
L’intestin sécrète de nombreux peptides. Certains d’entre eux ont démontré un effet 
sur l’intestin lui-même en modifiant, entre autres, le métabolisme des lipides. En 
particulier, des indices sont disponibles quant à l’influence du PYY sur le métabolisme des 
lipides au niveau intestinal. En effet, ce peptide a été associé à une augmentation de la 
synthèse de l’apolipoprotéine A-IV[108] et de l’expression de la protéine I-FABP, une 
protéine impliquée, entre autres, dans le transport cytosolique des acides gras[109]. 
Cependant, aucune recherche n’a poussé au-delà de ces quelques données même si les 
niveaux de PYY ont été trouvés réduits chez des individus diabétiques de type 2[105]. 
Nous avons émis l’hypothèse que PYY est un stimulateur de la synthèse et de la sécrétion 
des lipides, des apolipoprotéines (AI, AIV, E, B48 et B100) et des lipoprotéines (CM, 
VLDL, LDL et HDL) par les cellules intestinales Caco-2/15. Ceci permettrait de consolider 
un lien entre l’intestin, les maladies cardiométaboliques et les dyslipidémies diabétiques. 
 
9.1.3 Caractérisation et fonctions de l’AMPK au niveau intestinal 
Chez les mammifères, l’AMPK est une enzyme clé dans la régulation de la balance 
énergétique à l’échelle cellulaire et de l’organisme entier, la plaçant ainsi au centre des 
études sur l’obésité, le syndrome métabolique et le DT2. Bien que son importance dans la 
régulation de l’homéostasie des glucides et des lipides ait bien été étudiée dans le muscle 
squelettique, le tissu adipeux et le foie, son implication au niveau des entérocytes demeure 
non élucidée. Pourtant ce senseur calorique pourrait jouer un rôle de premier plan dans 
l’intestin, l’organe majeur en contact avec l’alimentation. Le but de cette étude est de 
déterminer le statut, la composition, la régulation et la fonction lipidique du complexe 
hétérotrimérique de l’AMPK dans les cellules intestinales Caco-2/15 ainsi que l’impact 
d’une insulino-résistance (IR) systémique et d’un diabète de type II (DT2) sur l’activité de 
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l’AMPK intestinale corrélée à la sensibilité à l’insuline et la synthèse lipidique dans cet 
organe. 
 
9.1.4 Implication de l’intestin dans l’apparition d’anomalies lipidiques en présence 
d’insulino-résistance 
Un nombre grandissant d’observations scientifiques démontrent qu’il existerait un 
lien étroit entre la sécrétion intestinale des lipoprotéines et les profils lipidiques anormaux 
au niveau circulatoire des sujets obèses et résistants à l’insuline ou diabétiques de type 
2[380, 382, 383]. Des investigations, majoritairement conduites dans des modèles animaux 
insulino-résistants et diabétiques ont identifié certains biomarqueurs relatifs à la résistance 
à l’insuline intestinale et son lien avec l’apparition d’anomalies lipidiques. Cependant, les 
données sont fragmentaires, ne peuvent être extrapolés à l’humain et ne comportent pas les 
mécanismes sous-jacents. Nous avons exploité l’avènement de la chirurgie bariatrique pour 
scruter ces évènements dans des spécimens d’intestin humain provenant d’obèses insulino-
résistants vs. insulino-sensibles.   
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9.2 Objectifs principaux 
 
9.2.1 Déterminer l’effet de grandes concentrations de glucose sur la captation du 
cholestérol en précisant la contribution du compartiment basolatéral vs. apical des 
entérocytes. 
Cette partie du projet de recherche tend à (i) comparer l’impact d’une haute 
concentration de glucose en apical versus en basolatéral sur l’incorporation de cholestérol 
chez les cellules Caco-2/15; (ii) évaluer l’expression des récepteurs de cholestérol 
(NPC1L1, SR-BI et CD36) responsables de la captation de cholestérol dans l’intestin; et 
(iii) explorer les mécanismes  en estimant l’expression de facteurs de transcription clés dans 
le métabolisme du cholestérol (LXR, RXR, PPAR, ChREBP, SREBP-2). 
L’article 1 « Role of the apical and basolateral domains of the enterocyte in the 
regulation of cholesterol transport by high glucose concentration » répond à ces objectifs. 
 
9.2.2 Examiner la régulation des lipides, des apolipoprotéines et des lipoprotéines 
par le PYY dans les cellules Caco-2/15. 
Cette étude vise à déterminer si le PYY a un impact sur (i) l’incorporation 
intestinale du cholestérol; (ii) la modulation des récepteurs de cholestérol (NPC1L1, SR-BI 
et CD36); (iii) l’activité d’enzymes clés du métabolisme du cholestérol (HMG-CoA 
réductase et ACAT);  et (iv) la synthèse et la sécrétion des apolipoprotéines (AI, AIV, E, 
B48 et B100) et des lipoprotéines (chylomicrons, VLDL, LDL et HDL). La présence de 
récepteurs NPY sur les membranes apicales et basolatérales des cellules intestinales Caco-
2/15 sera également confirmée. 
Les résultats de cette étude sont rapportés dans l’article 2 « Modulatory role of PYY 
in transport and metabolism of cholesterol in intestinal epithelial cells ». 
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9.2.3 Définir le statut, la composition trimérique, la régulation et la fonction de 
l’AMPK dans des situations physiologiques et pathophysiologiques. 
Dans cette étude intestinale, nous avons pour but l’exploration de: (i) la structure du 
complexe hétérotrimérique (α, β, γ); (ii) la régulation de l’AMPK par les agents 
pharmacologiques et le glucose, et son rôle dans la lipogenèse; (iii) l’interaction des voies 
de signalisation de l’insuline et de l’AMPK sur la régulation de l’absorption du glucose et 
la lipogenèse; et (iv) l’impact de l’insulino-résistance systémique et du DT2 sur l’activité 
de l’AMPK intestinale en association avec la sensibilité à l’insuline et la synthèse lipidique 
dans cet organe. 
Les conclusions de ces recherches se retrouvent dans l’article 3 « AMPK in the 
small intestine in normal and pathophysiological conditions ». 
 
9.2.4 Établir une association entre la résistance à l’insuline intestinale et le 
métabolisme lipidique intestinal perturbé chez des sujets obèses résistants à l’insuline 
ou diabétiques de type 2. 
De nombreuses études récentes démontrent une multitude de bénéfices associés à la 
chirurgie bariatrique chez les personnes présentant une obésité sévère, par exemple au 
niveau des dyslipidémies et du diabète de type 2. Notre objectif est d’établir, chez des 
patients obèses qui ont subi une chirurgie bariatrique à l’hôpital Laval de Québec, la 
présence d’une résistance à l’insuline intestinale, et d’autre part, son association avec un 
métabolisme lipidique intestinal perturbé. Par conséquent, nous évaluerons la présence 
d’anomalies dans (i) le profil lipidique plasmatique et intestinal; (ii) l’expression protéique 
de joueurs clés dans le métabolisme lipidique de l’intestin; (iii) le stress oxydatif et 
l’inflammation; et (iv) la formation et la sécrétion des lipoprotéines.  
L’article 4 « Evidence for overproduction of triglyceride-rich lipoproteins in the 
small intestine of obese subjects : association with insulin resistance and metabolic 
aberrations » décrit les résultats de ce projet de recherche.  
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ABSTRACT 
 
We have recently shown that high glucose (HG) concentration raised intestinal 
cholesterol transport and metabolism in intestinal epithelial cells (Am. J. Physiol 
295:G873-G885, 2008). The objective of the present work is to determine whether the 
stimulus for increased cholesterol absorption originates from the apical site (corresponding 
to the intestinal lumen) or from the basolateral site (related to blood circulation). We 
tackled this issue by using highly differentiated and polarized Caco-2/15 cells that were 
plated onto Transwell microporous filters. Only basolateral medium supplemented with 25 
mM glucose stimulated [14C]-cholesterol synthesis as well as cholesterol uptake likely via 
the up-regulation of the critical cholesterol transporter NPC1L1 protein as confirmed using 
the specific Ezetimibe inhibitor. No significant changes were noted in SR-BI and CD36. 
These findings were associated with an increase in the transcription factors SREBP-2, 
LXR-β and ChREBP along with a fall in RXR-α. Interestingly, although the HG 
concentration in the apical medium caused modest changes in cholesterol processing, its 
impact was synergetic with that of the basolateral medium. All together, our results suggest 
that HG concentration influence positively cholesterol absorption when present in the 
basolateral medium, suggesting a potential influence on the cholesterol absorption in the 
metabolism process. In addition, excessive consumption of diets containing high levels of 
carbohydrates may strengthen intestinal cholesterol uptake in metabolic syndrome, thereby 
contributing to elevated levels of circulating cholesterol and, consequently, the risk of 
developing type 2 diabetes and cardiovascular disease. 
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INTRODUCTION 
 
Multiple studies have emphasized the contribution of elevated blood cholesterol 
levels to atherosclerotic coronary heart disease (CHD). Growing evidence has now pointed 
to the role of the absorption of cholesterol from the intestine as an important determinant of 
plasma cholesterol levels, a well-established risk factor for CHD (Cohen et al. 2006). 
Indeed, clinical investigations exploring the effect of ezetimibe, a specific and potent 
cholesterol absorption inhibitor, on both cholesterol absorption and plasma cholesterol 
levels reported a reduction of 50% to 54% in absorption rates and a decrease of 15% to 
20% in plasma low-density lipoprotein cholesterol levels (Sudhop et al. 2002). Similarly, 
atheroprotective benefits were recorded with cholesterol lessening in the mouse (Davis, Jr. 
et al. 2001; Greenberg et al. 2009). These findings illustrate the unique potential of the 
small intestine to act as a gatekeeper for entry of cholesterol into the body (Levy et al. 
2007). 
Large attention has been devoted to the dyslipidemia accompanying diabetes and 
metabolic syndrome since CHD is the leading cause of death in Type 2 diabetes (T2D) 
mellitus (Gu et al. 1998). Patients with this metabolic disorder are characterized by raised 
postprandial dyslipidemia (Rivellese et al. 2004; Syvanne et al. 1994) while their 
triglycerides (TG) 4 h after a fat overload were independently associated with silent 
arteriosclerosis (Teno et al. 2000; Valdivielso et al. 2007). Besides impaired clearance and 
liver overproduction of very-low-density lipoproteins (Haffner et al. 1984; Lewis et al. 
2002), human and animal studies have emphasized the exaggerated output of TG-rich 
lipoproteins derived from the intestine in insulin resistant (IR) states (Haidari et al. 2002; 
Hogue et al. 2007; Vine et al. 2007; Zoltowska et al. 2003).  
Although increased cholesterol absorption has also been described in patients and 
animals with IR or T2D (Lally et al. 2006; Vine et al. 2008), opposite results have been 
reported in obesity, IR and T2D in humans and Psammomys obesus gerbils with the 
metabolic syndrome (Levy et al. 2010; Miettinen & Gylling 2000; Pihlajamaki et al. 2004; 
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Simonen et al. 2002). These conflicting data deserve careful consideration in view of the 
risks to develop CHD in situations of exaggerated cholesterol bioavailability and diabetes. 
Additionally, available information has not given full attention to cholesterol absorption as 
a function of nutrients (e.g. glucose) other than triglycerides and cholesterol. In this 
context, we have recently shown the potential influence of a high glucose (HG) 
concentration on the stimulation of cholesterol absorption via its action on specific 
cholesterol transporters (Ravid et al. 2008). Consistent with these findings, early 
investigators stipulated that changing the carbohydrate content of a mixed meal altered the 
postprandial accumulation of chylomicrons (Harbis et al. 2001). Since a HG concentration 
in our previous study (Ravid et al. 2008) was simultaneously added to the both apical and 
basolateral compartments, we can not at present conclude whether the stimulation of 
cholesterol absorption is triggered by apical and basolateral sides corresponding to 
intestinal lumen or serosal circulation, respectively. This issue is important given that the 
major transport functions expressed by gut epithelial cells are the absorption of nutrients by 
brush-border transporters, including Niemann-Pick disease, type C1 like 1 (NPC1L1), 
scavenger receptor class B1 (SR-BI) and CD36 (Levy et al. 2007; Sane et al. 2006), which 
are mostly located at the apical membrane of the enterocyte and are involved in the uptake 
of exogenous cholesterol, while the intimate exchange with the blood circulation is mainly 
via the basolateral membrane. The aim of the current study is to clearly examine whether 
the effect of a HG concentration on cholesterol synthesis and absorption is dependent on its 
route (apical versus basolateral) of delivery. If this is indeed the case, it is mandatory to 
determine which of the carriers of cholesterol is involved in the capture process of 
cholesterol. Finally, it would be important to approach the mechanisms of action by 
employing Ezetimibe, the specific NPC1L1 inhibitor, and by assessing the gene expression 
of several factors that modulate the transcription of a variety of genes associated with lipid 
and cholesterol metabolism, including liver X receptors (LXR-α, β), peroxisome 
proliferator-activated receptors (PPAR-α, β, γ), retinoid X receptors (RXR-α, β), protein 
and gene expression of sterol regulatory element binding protein-2 (SREBP-2) and 
carbohydrate-responsive element-binding protein (ChREBP). With Caco-2/15 cells 
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granting access to both sides of the bipolar intestinal epithelium, we were able to underline 
the importance of the site of the stimulus in the regulation of intestinal cholesterol 
transport. 
  
MATERIALS AND METHODS 
 
Cell culture 
For all the experiments, we used the Caco-2/15 cell line (HTB37; American Type 
Culture Collection, Manassas, VA) that has the unique property to differentiate in vitro into 
polarized mature enterocytes and to form impermeable monolayer. Caco-2/15 cells were 
grown at 37˚C with 5 % CO2 in minimal essential medium (MEM) (GIBCO-BRL, Grand 
Island, NY) containing 1% penicillin-streptomycin and 1% nonessential amino acids 
(GIBCO-BRL) and supplemented with 10% decomplemented fetal bovine serum (FBS) 
(Flow, McLean, VA). Cells (passages 30-40) were maintained in T-75-cm2 flasks (Corning 
Glass Works, Corning, NY). Cultures were split (1:6) when they reached 70-90% 
confluence, by use of 0,05% trypsin-0,5 mM EDTA (GIBCO-BRL). For individual 
experiments, cells were plated at a density of 1X106 cells/well on 24.5-mm polycarbonate 
Transwell filter inserts with 0,4-µm pores (Costar, Cambridge, MA), in MEM 
supplemented with 5% FBS. The inserts were placed into six-well culture plates, permitting 
separate access to the upper and lower compartments of the monolayers. Cells were 
cultured for 21 days at which the Caco-2/15 cells are highly differentiated and appropriate 
for lipid synthesis (Grenier et al. 2007). The medium was refreshed every second day. At 
day 21, cells were washed twice with phosphate-buffered saline (PBS) (Invitrogen) and 
incubated in a serum-free supplemented DMEM (Invitrogen) (5 mM or 25 mM glucose), 
added to the apical or basolateral compartments, for 18h. Cells treated with 5 mM glucose 
in both compartments served as controls.  
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Ezetimibe 
Ezetimibe-Glucuronide was obtained by Meck-Frost (Schering-Plough Research 
Institute, Kenilworth). When used, Ezetimibe was diluted in DMSO (0,2%) to obtain a 
concentration of 100 µM. Ezetimibe was added to the apical compartment for 4h. 
 
De novo Cholesterol Synthesis 
Caco-2/15 cells were serum-starved after 21 days of differentiation on Transwell 
filter inserts. After 18h incubation in serum-free medium, cells were cultured in the 
presence of 5 µCi of sodium-[14C]-acetate (specific activity of 50–62 mCi/mmol; GE 
Healthcare, Piscataway, NJ) for 4 or 24h. Cells and media were collected, supplemented 
with a mixture of anti-proteases and lipids were extracted overnight in chloroform-
methanol (2:1, vol:vol). Lipids recovered were separated on TLC plates, and bands 
corresponding to free cholesterol (FC) and cholesteryl ester (CE) were scraped off the 
plates, mixed with scintillation fluid and counted for the amount of radioactivity 
incorporated as described previously. 
 
Cholesterol absorption by Caco-2/15 cells 
To study cholesterol uptake by the cells, a solution containing 0.113 µCi [14C]-
cholesterol and 100 µM cholesterol bound to albumin was prepared. The differentiated cells 
were incubated at 37°C for 4h in MEM containing a physiologic (5 mM) or 
supraphysiologic (25 mM) glucose concentration. At the end of the treatment, cells were 
washed twice with PBS, scrapped in 1 ml lysis buffer (5 mM Tris, 15 mM NaCl, EDTA 5 
mM, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 0,5% sodium deoxycholate) and homogenized by 
sonication. An aliquot of 0,1 ml was placed in a scintillation vial with Ready Safe counting 
fluid (Beckman, Fullerton, CA). Radioactivity was measured by scintillation counting (LS 
5000 TD, Beckman). Cell protein was quantified by Bradford method (Bio-Rad). 
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Western blot 
To assess the presence of NPC1L1, SR-BI and CD36, Caco-2/15 cells were 
homogenized and prepared for Western blotting. The Bradford assay (Bio-Rad) was used to 
determine protein concentration. Proteins were denatured in sample buffer containing SDS 
and β-mercaptoethanol, separated on a 7.5% SDS-PAGE gel, and blotted onto 
nitrocellulose membranes. Nonspecific binding sites of the membranes were blocked with 
5% defatted milk proteins. Reactions took place by the addition of primary antibodies 
directed against targeted proteins: NPC1L1 (1/3000) (Novus), SR-BI (1/150000) (Novus), 
CD-36 (1/5000) (Santa Cruz), ABCG5 (1/1000) (Santa Cruz) and ABCG8 (1/500) (Santa 
Cruz). Reaction was revealed with species-specific horseradish peroxidise-conjugated 
secondary antibody (Roche Diagnostic, Mannheim) for 1h at room temperature. β-actin was 
used as an internal control to confirm equal loading protein on SDS-PAGE. Blots were 
developed with the chemiluminescent substrate Luminol (Roche) and proteins were 
quantified by use of a Hewlett-Packard scanner equipped with a transparency adaptor and 
UN-SCAN-IT (Silk Scientific) software. 
 
RT-PCR 
mRNA levels of the various genes [LXRs; RXRs; PPARs, SREBP-2 and ChREBP 
as well as GAPDH (as a housekeeping gene)] were performed using the mastercycler 
gradient (Eppendorf). Approximately 30-40 cycles of amplification were used at 95°C for 
30s, 58°C for 30s, and 72°C for 30s. The primers used are listed in Supplemental Table 1. 
Amplicons were visualized on standard ethidium bromide-stained agarose gels. 
Importantly, we established the experimental conditions relative to RT-PCR, which 
corresponded to the linear portion of the exponential phase for every mRNA level 
evaluated following extraction from Caco-2/15 cells. 
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Statistical analysis  
All values were expressed as the mean ± SD. The data were evaluated by ANOVA, 
where appropriate, and the differences between the means were assessed using the 
Dunnett's post test.  
  
RESULTS 
 
Given the potential influence of HG concentration on Caco-2/15 cell integrity, we 
evaluated various cell variables. Cell survival and transepithelial resistance did not differ 
between control and experimental cells receiving supraphysiologic glucose amounts 
(Results not shown). Moreover, the expression of villin and sucrase, sensitive indices of 
cell differentiation, were not affected (data not shown). Altogether, these results suggested 
that Caco-2/15 cell integrity, permeability and function were all preserved with the addition 
of elevated levels of glucose. Since similar results were obtained with various HG 
concentrations (10-25 mM), we opted to present those with the highest level (25 mM). 
 
Apical Cholesterol Uptake  
We then determined how the addition of glucose to either the apical or basolateral 
compartment modifies cholesterol uptake. When only the basolateral medium was 
supplemented with 25 mM glucose during 4h, a significant (p<0.05) increase in apical 
cholesterol uptake was noted in comparison with control cells treated basolaterally with 5 
mM glucose (Fig. 1). In contrast, HG concentration in the apical compartment did not 
affect cholesterol uptake.  
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Protein expression of cholesterol transporters 
Conceivably, the enhanced cholesterol uptake exhibited by Caco-2/15 cells 
incubated with the HG concentration (25 mM) in their basolateral compartment may be due 
to differences in the expression of cholesterol transporters. To test this hypothesis, the 
protein expression of cholesterol transporters present in intestinal epithelial cells was 
examined. We assessed NPC1L1, SR-B1 and CD36 which are all involved in the apical 
uptake of cholesterol into the enterocyte. Exposure to 25 mM glucose in the basolateral 
medium, compared with 5 mM glucose, resulted in a significant (p<0.01) rise in the protein 
expression of NPC1L1 (Fig. 2A). Only a trend of increase (albeit not significant) was noted 
in SR-BI expression (Fig. 2B) while no variations were recorded in CD36 (Fig. 2C). 
Importantly, the supplementation of the apical medium with HG concentration did not lead 
to an elevation of NPC1L1 protein expression (Fig. 2A). 
In order to definitely confirm the involvement of NPC1L1 in HG-mediated 
increased cholesterol uptake, we pre-incubated Caco-2/15 cells with ezetimibe, a potent 
NPC1L1 inhibitor, before adding glucose concentration of 25 mM and testing cholesterol 
capture. As expected, the administration of 100 µM ezetimibe to the apical medium 
prevented the stimulation of cholesterol uptake (Fig. 3A) triggered by HG, which represents 
a direct evidence for the connection of 25 mM glucose concentration and NPC1L1-
mediated cholesterol uptake activation (Fig. 3B). Noteworthy, treatment with ezetimibe did 
not have an impact on the protein expression of SR-BI, CD36, ABCG5 and ABCG8 (Fig. 
4).  
 
De Novo Cholesterol Synthesis 
Experiments were performed to examine the regulatory role of the glucose 
concentration of 25 mM on newly intracellular cholesterol synthesis. To this end, Caco-
2/15 cells were incubated with [14C]-acetate for 4- and 24h. Apical and basolateral 
administration of the 25 mM glucose concentration at 4h did not affect cholesterogenesis. 
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However, the addition of HG concentration to the apical and basolateral compartments at 
the 24h incubation stimulated cholesterol synthesis in cells (Fig. 5A) and media (Fig. 5B). 
Interestingly, 25 mM glucose at the basolateral pole was more effective than the apical 
compartment in raising cholesterol synthesis. 
 
Transcription factors 
To approach the mechanisms triggered by glucose, we assessed the mRNA levels of 
several crucial factors that affect the transcription of a variety of genes associated with lipid 
and cholesterol metabolism, including LXR-(α, β), PPAR-(α, β, γ), RXR-(α, β), SREBP-2, 
and ChREBP. Data in Figure 6 illustrate how 25 mM glucose concentration impacted on 
the expression of the different nuclear and transcription factors in Caco-2/15 cells. LXR-α 
remained without any significant variation when HG was incubated either in the apical or 
basolateral compartment (Fig. 6A). On the other hand, a significant enhancement was noted 
in LXR-β with the addition of 25 mM glucose to the basolateral medium (Fig. 6B). 
Furthermore, a decline was apparent in RXR-α (Fig. 6C) without significant changes in 
RXR-β (Fig. 6D) when 25 mM glucose was included in the apical or basolateral 
compartment. No marked changes were noticed in PPAR-(α, β, γ) with the supplementation 
of the apical or basolateral compartment with HG concentration (Fig. 8). Finally, the 
addition of 25 mM glucose only to the basolateral compartment caused a significant rise in 
the mRNA of SREBP-2 and ChREBP (Fig. 8). 
 
May apical and basolateral compartments act synergistically? 
To address this issue, we have analyzed the action of glucose on the separate apical 
and basolateral compartments in comparison with its combined impact following the 
simultaneous addition to the two compartments. Better cholesterol uptake and greater 
NPC1L1 protein expression, along with improved mRNA level of PPAR-β and RXR-β, 
were noted with the addition of HG concentration to the two poles compared to the apical 
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pole (Table 1). The combined action noted was pertinent only to CD36 protein expression, 
and LXR-α, LXR-β, RXR-α and PPAR-γ mRNA level. On the other hand, the combined 
addition of glucose to the two poles resulted in the least SR-BI expression. 
  
DISCUSSION 
 
We recently tested the hypothesis that HG concentration may alter cholesterol 
transport and intracellular metabolism in intestinal cells. However, we did not pay attention 
to the distinct environment of the intestinal epithelium, i.e., apical vs. basolateral 
compartments. The findings of the present work document that the basolateral of the 
enterocyte has definitely more impact on cholesterol uptake than the apical compartment.  
It is well established that the subjects presenting obesity and T2D have an increased 
risk of CHD than the non-diabetic population (Papazafiropoulou et al. 2010; Schondorf et 
al. 2010). Among the most important factors of atherosclerosis, the appearance of 
circulating lipid abnormalities has very often been reported in these subjects (Praveen et al. 
2010). In fact, patients with T2D are characterized by hypertriglyceridemia, 
hypercholesterolemia and a rise of small and dense low-density lipoprotein particles and 
necessitate treatment with hypolipidemic drugs (Packard & Olsson 2002; Tokuno et al. 
2007). Growing evidence points out the significant contribution of the small intestine to 
dyslipidemia (Haidari et al. 2002; Zoltowska et al. 2003). In particular, elevated intestinal 
cholesterol absorption was identified as a major determinant in the rise in plasma 
cholesterol level (Schaefer et al. 2002; Weingartner et al. 2010). Nevertheless, despite 
significant advances, the mechanisms behind the positive relationship between cholesterol 
absorption magnitude, on the one hand, and plasma cholesterol levels and coronary disease, 
on the other hand (Kesaniemi & Miettinen 1987; Turley et al. 1994) remain sketchy. In the 
current study, we have highlighted the role of HG concentration in the stimulation of 
intestinal cholesterol assimilation. In particular, we could distinguish between the 
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influences of apical and basolateral domains of the enterocyte, which correspond to the 
intestinal lumen (e.g., glucose consumption) and the serosal circulation (e.g., peripheral 
glucose), respectively. These issues were tackled with Caco-2/15 cells that undergo a 
process of spontaneous differentiation leading to the formation of a monolayer of cells 
expressing several morphological and functional characteristics of mature human 
enterocytes. This remarkable intestinal model is regarded as the most appropriate for the 
investigation of gut absorption and interactions, nutrition, toxicology food microbiology, 
bioavailability tests, and screening of drug permeability in discovery programs. Multiple 
studies from our laboratory (Courtois et al. 2000; Grenier et al. 2007; Levy et al. 2004; 
Levy et al. 2011; Mailhot et al. 2009; Marcil et al. 2002; Mehran et al. 1997; Ravid et al. 
2008; Sane et al. 2006) and from other groups (Feng et al. 2010; Field et al. 2007; Vidal et 
al. 2005; Yamanashi et al. 2007; Zhang et al. 2011) have shown that Caco-2/15 monolayers 
are fully appropriate for the study of lipid/lipoprotein homeostasis. Importantly, when 
seeded on porous filters (Transwell), Caco-2/15 cells permit access to both sides of the 
bipolar intestinal epithelium: apical and basolateral compartments corresponding to 
intestinal lumen or serosal circulation, respectively. Therefore, we could document the 
impact of the basolateral compartment that represents the superior site of the stimulus in 
cholesterol transport. In fact, we have been able in the present work to explore the 
regulation of exogenous or ‘’alimentary’’ cholesterol uptake from the apical medium when 
a HG concentration was present at the basolateral medium, which mimics “hyperglycemia” 
in the blood circulation of patients with T2D.  
If in the past, dietary cholesterol was thought to essentially move across the brush 
border membrane through a passive diffusion process and then enter enterocytes down a 
concentration gradient (Turley & Dietschy 2003), it is now quite clear that the apically 
localized NPC1L1 mediates the bulk of sterol movement into the enterocyte (Davies et al. 
2000). Genetic inactivation of NPC1L1 in mice results in a substantial reduction in 
intestinal cholesterol absorption to a degree similar to that observed in mice treated with 
ezetimibe, a powerful inhibitor of NPC1L1 (Altmann et al. 2004). Similarly, knockdown of 
NPC1L1 caused a decline in the ability of Caco-2/15 cells to capture micellar free 
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cholesterol (Sane et al. 2006). In line with the stimulation of intestinal cholesterol uptake 
by basolateral HG concentration, there was a concomitant induction of NPC1L1 protein 
expression. Although the exact mechanisms involved are not fully delineated, it is possible 
to propose that several nuclear receptors may be implicated in the NPC1L1-mediated 
cholesterol uptake. For example, SREBP-2 binds the two sterol regulatory elements in the 
human NPC1L1 promoter and increases NPC1L1 promoter activity in Caco-2/15 cells 
(Alrefai et al. 2007). Additionally, NPC1L1 was reported to be regulated by LXR (Duval et 
al. 2006). Finally, indirect effect of ChREBP via LXR might be suggested as a regulator of 
NPC1L1 (Cha & Repa 2007). The present experiments underline the positive regulation of 
LXR-β, SREBP-2 and ChREBP by HG concentration, which were previously evoked as 
potential regulators of NPC1L1. However, much work is required to investigate the direct 
and indirect functions of transcription factors since their modulation of NPC1L1 remains 
unclear and inconsistent in different studies.  
Interestingly, the presence of HG in the apical and basolateral poles has a combined 
action on protein expression CD36 and the mRNA levels of specific transcription factors 
(LXR-α, LXR-β, RXR-α and PPAR-γ), while the action on cholesterol uptake as well as on 
NPC1L1 protein, and PPAR-β and RXR-β mRNA levels were intermediate. All together 
these findings may indicate that, in the in vivo condition, the high consumption of glucose 
and the HG levels in the blood circulation can simultaneously exert a positive influence on 
intestinal cholesterol absorption. 
Limited data are available on intestinal cholesterol uptake and cholesterol 
transporters, as well as on the discrete regulation of transcriptional factors from glucose 
stimuli originating from apical and basolateral media. On the other hand, a few studies have 
also detected distinct effects on various targets depending on the stimulus location. For 
example, addition of transforming growth factor beta (TGF-β) to the basolateral medium 
resulted in phosphorylation of the intracellular protein signalling Smad2, whereas no 
phosphorylation was observed when TGF-β was added to the apical chamber (Yakovich et 
al. 2010). According to the authors, there are elements of communication between 
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epithelial and mesenchymal in polarized epithelia, which allow vectorial signalling. 
Furthermore, intestinal epithelial cells were capable of organizing their response to 
inflammatory signals and producing inflammatory mediators in a bidirectional, vectorial 
fashion (Sonnier et al. 2010). Finally, we have recently shown that there is a discrete 
regulation of SR-BI from stimuli, originating from apical and basolateral media, such as n-
3 and n-6 fatty acids, fibrate, cholesterol, 7-ketocholesterol, methyl β-cyclodextrin, 
lipopolysaccharide, tumor necrosis factor -α, interferon γ, insulin, growth hormone and 
epidermal growth factor (Peretti et al. 2007). 
The prevalence of diabetes is increasing worldwide, and CHD is the leading cause 
of death in Type 2 diabetes mellitus (T2DM) (Gu et al. 1998). Patients with T2DM are two 
to three times more likely to die from CHD than no diabetic individuals (Garcia et al. 1974; 
Stamler et al. 1993). Therefore, considerable attention has been focused on the 
dyslipidemia accompanying T2D and metabolic syndrome since a signiﬁcant relationship 
has been shown between intestinally derived triglycerides-rich lipoproteins and the 
progression of atherosclerosis. Although, low cholesterol absorption (using non-cholesterol 
sterols as surrogate markers) has been reported in subjects with visceral obesity, IR and 
T2D (Miettinen et al. 2011; Miettinen & Gylling 2000; Pihlajamaki et al. 2004; Simonen et 
al. 2002), opposite observations were reported by other groups (Gleeson et al. 2000; Lally 
et al. 2006; Lally et al. 2007; Vine et al. 2008). Our results are in line with the ﬁndings in 
diabetic patients who displayed raised cholesterol absorption in human intestinal tissue and 
increased levels of NPC1L1 mRNA in intestinal tissue and in streptozotocin diabetic rats 
(Lally et al. 2006; Young et al. 1988). Noteworthy, our intestinal model precludes 
interferences causes by environmental and genetic factors, as well as the participation of 
various organs in in vivo cholesterol metabolism.  
In summary, our data suggest that HG concentration in basolateral compartment 
may exert a significant impact on intestinal cholesterol uptake via the upregulation of 
NPC1L1 cholesterol transporter as well as cholesterol synthesis. These effects depend on 
the route of supply and may have several consequences in dyslipidemia characterizing 
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T2D. In particular, the present investigation highlights the impact of HG levels in the 
circulation on the uptake of alimentary cholesterol under diabetic states. 
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Table 1:  Differential action of glucose in high concentration when added 
simultaneously to apical and basolateral medium in comparison with 
each of these compartments 
At day 21 postconfluence, Caco-2/15 cells were incubated in a serum-free DMEM 
supplemented with 25 mM glucose, which was added either to the apical or 
basolateral medium or simultaneously to both compartments for 18h. Thereafter, the 
cells were tested for cholesterol uptake and protein expression of cholesterol 
transporters or transcription factors as well described Materials and Methods. 
Values, representing % of controls, are expressed as the mean ± SD. 
ap<0.05 vs. controls (100%); bp<0.05 vs. high glucose (HG) in apical medium; 
cp<0.05 vs. HG in apical and basolateral medium, NA; not available. 
  
 
 
 
 
 HG in apical 
% 
HG in basolateral 
% 
HG in apical and 
basolateral 
% 
    Cholesterol Uptake 104,1 ± 5,03 144,2 ± 15,19a,b 125,0 ± 4,04a 
    NPC1L1 protein expression 121,4 ± 10,94 169,4 ± 21,89a 149,9 ± 7,59a 
    SR-BI protein expression 102,3 ± 5,38 154,6 ± 39,66 71,2 ± 4,03a 
    CD-36 protein expression 99,2 ± 19,66 92,1 ± 23,61 144,7 ± 7,59a 
    LXR-α mRNA 101,0 ± 6,94 112,7 ± 14,22 140,0 ± 3,46a 
    LXR-β mRNA 118,1 ± 12,59 200,2 ± 33,24a,b 225,0 ± 8,66a,b 
    RXR-α mRNA 71,9 ± 5,55a,c 73,0 ± 8,78a,c 107,6 ± 1,24 
    RXR-β mRNA 78,9 ± 10,43 99,3 ± 16,75 92,9 ± 2,45 
    PPAR-α mRNA 92,4 ± 5,99 111,9 ± 23,61 103,3 ± 8,82 
    PPAR-β mRNA 84,7 ± 13,30 115,3 ± 15,96 117,1 ± 2,80a 
    PPAR-γ mRNA 86,3 ± 12,71 115,4 ± 11,45 123,0 ± 3,38a 
    SREBP-2 mRNA 107,3 ± 9,38 140,4 ± 10,63a 102,9 ± 4,73 
    ChREBP mRNA 110,9 ± 5,93 156,2 ± 19,38a NA 
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1 Effects of high glucose concentration in apical or basolateral sides on 
cholesterol uptake in Caco-2/15 cells. Differentiated Caco-2/15 cells were 
cultured for 4 h in DMEM containing 5 mM (control) or 25 mM glucose 
(HG) in apical or basolateral compartments, in the presence of 100 µM 
cholesterol containing 250 000 dpm [14C]-cholesterol. Cells were collected 
and radioactivity was determined in cell homogenates. Data were analyzed 
as nmol cholesterol/mg of total protein but were reported as percent 
difference relative to control. n=4 in each group of experiments. *p< 0.05; 
**p< 0.01 vs. controls.  
Figure 2 Effects of high glucose concentration in apical or basolateral poles on 
the protein expression of transporters mediating cholesterol absorption 
in Caco-2/15 cells. Caco-2/15 cells were cultured for 4h in DMEM 
containing 5 mM (control) or 25 mM glucose (HG) in apical or basolateral 
compartments. Western blot was used to analyze the protein expression of 
NPC1L1 (A), SR-BI (B) and CD36 (C). Values are means ± SD. n=4 in each 
group of experiments and are reported as percent difference relative to 
control values representing 100%. *p<0.05 vs. controls. 
Figure 3 Effect of ezetimibe on high glucose concentration in apical or 
basolateral compartments on cholesterol uptake and NPC1L1 protein 
expression cholesterol in Caco-2/15 cells. Ezetimibe-Glucuronide was 
diluted in DMSO (0,2%) to obtain a concentration of 100 µM. (A) 
Differentiated Caco-2/15 cells were cultured for 4 h in DMEM containing 5 
mM (control) or 25 mM glucose (HG) in apical or basolateral compartments, 
in the presence of 100 µM cholesterol containing 250 000 dpm [14C]-
cholesterol. Ezetimibe was added to the apical compartment for 4h. Cells 
were collected and radioactivity was determined in cell homogenates. Data 
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were analyzed as nmol cholesterol/mg of total protein but were reported as 
percent difference relative to control. n=4 in each group of experiments. (B) 
Western blot was used to analyze the protein expression of NPC1L1. *p< 
0.05; **p< 0.01 vs. controls.  
Figure 4 Effect of ezetimibe on high glucose concentration in apical or 
basolateral sides on protein expression of cholesterol transporters in 
Caco-2/15 cells. Ezetimibe-Glucuronide was diluted in DMSO (0,2%) to 
obtain a concentration of 100 µM. Caco-2/15 cells were cultured for 4h in 
DMEM containing 5 mM (control) or 25 mM glucose (HG) in apical or 
basolateral compartments. Ezetimibe was added to the apical compartment 
for 4h. Western blot was used to analyze the protein expression of CD36 
(A), SR-BI (B), ABCG5 (C) and ABCG8 (D). Values are means ± SD. n=4 
in each group of experiments and are reported as percent difference relative 
to control values representing 100%. 
Figure 5 Effect of high glucose concentration in apical or basolateral 
compartments on cholesterol synthesis and secretion in Caco-2/15 cells. 
After 18h incubation in serum-free medium, cells were cultured in the 
presence of 5 µCi of sodium-[14C]-acetate for 4 or 24h. Cells and media 
were collected, supplemented with a mixture of anti-proteases and lipids 
were extracted overnight in chloroform-methanol (2:1, vol:vol). Lipids 
recovered were separated on TLC plates, and bands corresponding to (A) 
free cholesterol (FC) and cholesteryl ester (CE) synthesis, and (B) free 
cholesterol (FC) and cholesteryl ester (CE) secretion, were scraped off the 
plates, mixed with scintillation fluid and counted for the amount of 
radioactivity incorporated. **p< 0.01 vs. controls. 
Figure 6 Effects of high glucose concentration in apical or basolateral poles on 
LXR and RXR mRNA levels in Caco-2/15 cells. PCR analysis was 
performed on Caco-2/15 cell line at 21 days post-confluence to analyze 
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mRNA of LXR-α (A), LXR-β (B), RXR-α (C) and RXR-β (D). Values 
represent means ± SD for n=4 in each group of experiments and are reported 
as percent difference relative to control values representing 100%. *p<0.05 
vs. controls, **p< 0.01 vs. controls.  
Figure 7 Effects of high glucose concentration in apical or basolateral sides on 
PPARs mRNA level in Caco-2/15 cells. PCR analysis was performed on 
Caco-2/15 at 21 days post-confluence to analyze mRNA of PPAR-α (A), 
PPAR-β (B) and PPAR-γ (C). Values represent means ± SD for n=4 in each 
group of experiments and are reported as percent difference relative to 
control values representing 100%. *p<0.05 vs. controls. 
Figure 8 Effects of high glucose concentration in apical or basolateral sides on 
SREBP-2 and ChREBP mRNA level in Caco-2/15 cells. PCR analysis was 
performed on Caco-2/15 at 21 days post-confluence to analyze mRNA of 
SREBP-2 (A), and ChREBP (B). Values represent means ± SD for n=4 in 
each group of experiments and are reported as percent difference relative to 
control values representing 100%. *p<0.05 vs. controls. 
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Figure 5 	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Figure 6 	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Figure 7 
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ABSTRACT 
 
Background : Gastrointestinal peptides are involved in modulating appetite. Other 
biological functions attributed to them include the regulation of lipid homeostasis. 
However, data concerning PYY remain fragmentary. The objectives of the study were: (i) 
To determine the effect of PYY on intestinal transport and synthesis of cholesterol, the 
biogenesis of apolipoproteins (apos) and assembly of lipoproteins and (ii) To analyze 
whether the effects of PYY are similar according to whether cells are exposed to PYY on 
apical or basolateral surface. Methodology/Principal Findings : Caco-2/15 cells were 
incubated with PYY (1–36) administered either to the apical or basolateral medium, at 
concentrations of 50 or 200 nM for 24 hours. De novo synthesis of cholesterol, cholesterol 
uptake, and assembly of lipoproteins were evaluated through the incorporation of [14C]-
acetate, [14C]-cholesterol, and [14C]-oleate, respectively. Biogenesis of apos (A-I, A-IV, 
E, B-48 and B-100) was examined by the incorporation of [35S]-methionine. The influence 
of PYY on protein and mRNA levels of many key mediators of lipid metabolism was 
analyzed by Western blot and PCR, respectively. Our results show that PYY influenced 
cholesterol metabolism in Caco-2/15 cells depending on the site of PYY delivery. Apical 
addition of PYY significantly lowered the incorporation of [14C]-cholesterol likely via the 
reduction of NPC1L1, stimulated intracellular cholesterol synthesis probably through an 
increase in SREBP-2 expression, whereas it concomitantly increased apo A-I synthesis and 
decreased LDL secretion. In contrast, basolateral PYY reduced the production of 
chylomicrons (CM) as well as the biogenesis of apos B-48 and B-100, while lowering the 
expression of the transcription factors RXRα and PPAR(α,β). Conclusions/Significance : 
PYY is capable of influencing cholesterol homeostasis in intestinal Caco-2/15 cells 
depending on the site delivery. Apical PYY was able to decrease cholesterol uptake via 
NPC1L1 downregulation, whereas basolateral PYY diminished CM output through the 
biogenesis decline of apos B-48 and B-100. 
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INTRODUCTION 
 
Peptide YY (PYY), a 36 amino acid straight chain polypeptide, is produced by 
epithelial entero-endocrine L cells throughout the gut, but its concentrations increase 
distally, reaching higher levels in the colon and rectum [1], [2]. The predominant form of 
PYY is released into the circulation as PYY(3–36), with the N terminal truncated by the 
enzymatic action of dipeptidyl peptidase (DPP-IV) [3], [4]. Peptide YY(3–36) is secreted in 
proportion to the amount of calories in the meal, with serum concentrations increasing 
within 15 min of a meal, peaking at about 60 min and sustaining for up to 6 h [5]. The 
secretion is mediated by neural reflex and by direct contact of nutrients; however, fat intake 
promotes higher secretion of PYY(3–36) than carbohydrates and proteins [6]. 
Although PYY is localized in mucosa, it may act as an endocrine modulator of 
distant target tissues, particularly within the gastrointestinal tract. In fact, PYY exhibits 
various actions on this tissue, including the delay of both gastric emptying and mouth to 
caecum transit time [7], the inhibition of jejunal pressure wave activity [8], the reduction of 
pentagastrin-stimulated acid secretion [6], the cephalic phase related to negative pancreatic 
exocrine secretion in man [9]–[11], and actin arrangement and expression of cytoskeletal 
proteins in intestinal epithelial cells, which interact with organizing intracellular structure, 
such as cellular-extracellular matrix [12]. This regulation by PYY enhances the efficiency 
of nutrient digestion and absorption, and ensures efficient utilization of ingested food. 
Furthermore, PYY can initiate an “ileal brake” when the rate of triglyceride (TG) 
hydrolysis exceeds the rate of fatty acid (FA) absorption excess [10], [13], [14]. In addition, 
PYY interacts with FAs to induce differentiation in mucosal cells [15], [16]. 
As reported above, PYY modulates important gastrointestinal functions with 
important effects on food intake and energy expenditure, which influences the delivery of 
nutrients and gut hormones to the circulation. There is also evidence that PYY is closely 
involved in insulin secretion and glucose homeostasis [17]. Furthermore, peripheral 
administration of PYY has been shown to increase blood pressure in healthy humans [18], 
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which suggests that this gut hormone may also influence cardiovascular diseases in 
addition to modulating appetite and metabolism. Accordingly, recent studies have reported 
an inverse correlation between fasting PYY and total cholesterol [19], as well as low- and 
high-density lipoprotein cholesterol levels [20], which indicates that the PYY gut hormone 
may be involved in the modulation of cholesterol metabolism. Intriguingly, the role of PYY 
in intestinal cholesterol transport has not been investigated. Therefore, the major aim of this 
study is to determine whether PYY is able to modulate intestinal cholesterol synthesis, 
apolipoprotein (apo) biogenesis and lipoprotein assembly and secretion. These issues were 
tackled using the Caco-2/15 cell line that spontaneously differentiates into polarized mature 
enterocytes under standard culture conditions, and lends itself to the in vitro study of 
human gut in view of its efficient intestinal transport processes [21]. 
With Caco-2/15 cells granting access to both apical and basolateral sides of the 
bipolar intestinal epithelium when cultured on Transwell filters, we were also able to 
underline the importance of the regulatory site of intestinal cholesterol transport by PYY 
since this gastrointestinal factor was found to be secreted in the two compartments [22]–
[25]. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Cell Culture 
The human epithelial colorectal adenocarcinoma Caco-2/15 cell line, a stable clone 
of the parent Caco-2 cells (American Type Culture Collection, Rockville, MD), was 
obtained from Dr. JF Beaulieu (Department of Cellular Biology, Faculty of Medicine, 
Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, Canada) [26]–[28]. Caco-2/15 cells were 
grown at 37°C with 5% CO2 in MEM (GIBCO-BRL, Grand Island, NY) containing 1% 
penicillin-streptomycin and 1% MEM nonessential amino acids (GIBCO BRL) and 
supplemented with 10% decomplemented fetal bovine serum (FBS) (Flow, McLean, VA) 
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as described previously [29]. Caco-2/15 cells (passages 30–40) were maintained in T-75-
cm2 flasks (Corning Glass Works, Corning, NY). Cultures were split (16) when they 
reached 70–90% confluence, by use of 0.05% trypsin-0.5 mM EDTA (GIBCO-BRL). For 
individual experiments, cells were plated at a density of 1×106 cells/well on 24.5-mm 
polycarbonate Transwell filter inserts with 0.4-µm pores (Costar, Cambridge, MA), in 
MEM (as described above) supplemented with 5% FBS. The inserts were placed into six-
well culture plates, permitting separate access to the apical and basolateral compartments of 
the monolayers. Cells were cultured for 14 days at which the Caco-2/15 cells are highly 
differentiated into polarized mature enterocytes and appropriate for lipid metabolism [29], 
[30]. The medium was refreshed every second day. 
 
PYY (1–36) 
Human PYY (1–36) (Sigma) was added to cells in apical or basolateral 
compartments at different concentrations (50 nM or 200 nM) for 24 h. 
 
Isolation of Apical or Basolateral Membranes from Differentiated Caco-2/15 
14 days after reaching 100% confluence until fully differentiated, the brush border 
fractions were prepared by a modification of the method of Schmitz et al. [31]. Briefly, the 
culture medium was removed, and the cells were rinsed twice with Phosphate Buffer Saline 
(PBS, GIBCO-BRL). The cells were homogenized in 50 mM mannitol-HCL solution, pH 
7.5, supplemented with 0.15 mg/ml leupeptin, 100 U/ml trasylol, 1×10−13 mg/ml pepstatin, 
and 1 mM PMSF. After the addition of CaCl2 to a final concentration of 10 mM, the 
homogenate was centrifuged for 15 min at 5000×g and 4°C to provide a pellet containing 
basolateral membrane. The supernatant was subsequently centrifuged first for 20 min at 
30000×g and 4°C and then for 30 min at 30000×g and 4°C. The final pellet containing the 
apical membranes was frozen. 
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Cholesterol Absorption by Caco-2/15 Cells 
Cholesterol uptake by the cells was assessed following its solubilisation in albumin 
as described previously [32], [33]. The differentiated cells were incubated at 37°C for 24 h 
in MEM containing 50 nM or 200 nM of PYY, in apical or basolateral compartments, as 
well as cholesterol solution added to the apical medium. At the end of the treatment, cells 
were washed twice with cold PBS (sufficient to complete removal of labelled cholesterol 
bound on cell membranes as established in our laboratory by various methods such as 
cyclodextrin), scrapped in 1 ml lysis buffer (5 mM Tris, 15 mM NaCl, EDTA 5 mM, 0.1% 
SDS, 1% Triton×100, 0.5% sodium deoxycholate) and homogenized by sonication 
followed by a 5 min at 13800×g centrifugation to remove cell debris. An aliquot of 0.1 ml 
was placed in a scintillation vial with Ready Safe counting fluid (Beckman, Fullerton, CA). 
Radioactivity was measured by scintillation counting (LS 5000 TD, Beckman). Cell protein 
was quantified by the Bradford method (BioRad). 
 
Lipid Carrier 
Blood (20 mL) was collected by venipuncture 2–3 h after the ingestion of a high fat 
meal (50 g/1,73 m2) from two human healthy volunteers. This procedure was approved by 
the Institutional Ethic Committee. After a 1000×g centrifugation to pellet red blood cells, 
postprandial plasma was supplemented with 1 mM of aprotinin and 0.1% of sodium azide 
and was mixed with basolateral media to serve as a carrier for the isolation of labeled 
chylomicron (CM) as described previously [29]. 
 
De novo Lipogenesis 
Caco-2/15 cells were serum-starved after 14 days of differentiation on Transwell 
filter inserts. After 18 h-incubation in serum-free medium, cells were cultured in the 
presence of 5 µCi of sodium-[14C]-acetate (specific activity of 50–62 mCi/mmol; GE 
Healthcare, Piscataway, NJ) for 24 h. Cells and media were collected, supplemented with a 
	  	  
	  
125
mixture of anti-proteases and lipids were extracted overnight in chloroform-methanol (21, 
vol:vol). Lipids recovered were separated on TLC plates, and bands corresponding to free 
cholesterol and cholesteryl ester were scraped off the plates, mixed with scintillation fluid 
and counted for the amount of radioactivity incorporated as described previously [34]. 
 
Isolation of Lipoproteins 
Radiolabeled [14C]-oleic acid (sp act, 53 mCi/mmol, Amersham, Oakville, ON, 
Canada) was added to unlabeled oleic acid and then solubilised in FA-free bovine serum 
albumin (BSA) [BSA/oleic acid, 15 (mol:mol)]. The final oleic acid concentration was 0,7 
mM (0,45 µCi)/well. Cells were first washed with PBS, and the [14C]-oleic acid-containing 
medium was added to the apical compartment. PYY (1–36) was added to the apical and 
basolateral chamber in serum-free MEM. At the end of a 24 h incubation period, cells were 
washed and then scraped with a rubber policeman in a PBS solution containing 
antiproteases (phenylmethylsulfonyl fluoride, pepstatin, EDTA, aminocaproic acid, sodium 
azide and trasylol, all at a final concentration of 1 mM). The medium was first mixed with a 
plasma lipid carrier (41, vol/vol) to efficiently isolate de novo lipoproteins synthesized. 
The lipoproteins were then isolated from basolateral media by serial 
ultracentrifugation using a TL-100 ultracentrifuge (Beckman-Coulter, Fullerton, CA) 
according to the method described previously [35]. Briefly, CM were first isolated after an 
ultracentrifugation (20000 rpm for 20 min). Very-low density lipoprotein (VLDL; 1.006 
g/mL) and low density lipoprotein (LDL; 1.063 g/mL) were subsequently separated by 
centrifugation at 100000 rpm for 2.5 h with a tabletop ultracentrifuge 100.4 rotor at 4°C. 
The High density lipoprotein (HDL) fraction was obtained by adjusting the LDL 
infranatant to density at 1.21 g/mL and centrifuging for 6 h at 100000 rpm. Each 
lipoprotein fraction was exhaustively dialyzed against 0.15 M NaCl and 0,001 M EDTA, 
pH 7.0 at 4°C for 24 h. 
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De novo Apolipoproteins Synthesis and Secretion 
The effect of PYY (1–36) on newly synthesized apos (A-I, A-IV, B-48, B-100 and 
E) was assessed as described previously [29]. To induce apo synthesis, cells were incubated 
apically with unlabeled oleic acid bound to albumin in serum-free medium, 18 h before 
[35S]-methionine incubation. Thereafter, cells as well as the outer chambers were rinsed 
twice with PBS. The apical compartment was replaced with 1.5 ml of methionine-free 
medium containing the unlabeled substrate (oleic acid) and 100 µCi/ml [35S]-methionine 
(50 mCi/mmol, Amersham Life Sciences). During this time, PYY (1–36) (Sigma) was 
added to the apical or basolateral chamber. Following basolateral medium removal, cells 
were scraped off the inserts in the cell lysis buffer. The cell lysates and media were 
supplemented with an antiprotease cocktail and analysed for apo synthesis and secretion, 
respectively, using antibodies with high specificity, which was tested by assessing cross 
reactivity, the recognition of a specific apo among a cocktail of various proteins, and the 
use of control conditions (omission of antibodies or exclusive treatment with pre-immune 
rabbit sera). 
 
Immunoprecipitation of Apolipoproteins 
Immunoprecipitation of apos in cell lysates and basolateral media was performed in 
the presence of excess polyclonal antibodies to human apos (A-I, A-IV, E, with a dilution 
of 1/1000; Santa Cruz, CA) and apo B (with a dilution of 1/1000; Boehringer, Mannheim) 
overnight at 4°C. Samples were then washed with lysis buffer. They were subsequently 
centrifuged and resuspended in sample buffer (1.2% SDS, 12% glycerol, 60 mM Tris, pH 
7.3, 1.2% β-mercaptoethanol, and 0.003% bromophenol blue) and analyzed by a linear 4–
15% polyacrylamide gradient preceded by a 3% stacking gel. Radioactive molecular weight 
standards (Amersham Life Sciences) were run in the same conditions. Gels were sectioned 
into 2-mm slices and counted after an overnight incubation with 1 ml of Beckman tissue 
solubilizer (0.5 N quaternary ammonium hydroxide in toluene) and 10 ml of liquid 
scintillation fluid (Ready Organic, Beckman). Results for each apo studied were expressed 
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as percent disintegrations per minute per milligram protein to assess the specific effect of 
PYY (1–36) on apo synthesis. 
 
Western Blot 
To assess the presence of Niemann-Pick C1 like 1 (NPC1L1), Scavenger receptor-
class B type I (SR-BI), CD36, ATP binding cassette subfamily (ABCG5, ABCG8), LDL-
receptor (LDL-R), HMG-CoA reductase (HMG-CoA-R), Acyl-Coenzyme A:cholesterol 
acyltransferase (ACAT)-2, and microsomal triglyceride transfer protein (MTP), Caco-2/15 
cells were homogenized and prepared for Western blotting. The Bradford assay (Bio-Rad) 
was used to determine protein concentration. Proteins were denatured in sample buffer 
containing SDS and β-mercaptoethanol, separated on a 7.5% SDS-PAGE gel, in the 
presence of a cocktail of a high-range rainbow molecular weight markers (myosin, 220, 000 
Da; phosphorylase b, 97,000 Da; BSA, 66,000 Da; ovalbumin, 45,000 Da; carbonic 
anhydrase 30,000 Da; trypsin inhibitor, 20,100 Da; Lysozyme, 14,300 Da from GE 
Healthcare) and blotted onto nitrocellulose membranes. Purified apos also served as 
markers for apo mobility. Nonspecific binding sites of the membranes were blocked with 
5% defatted milk proteins. Reactions took place by the addition of primary antibodies 
directed against targeted proteins: NPC1L1 (1/3000; Novus), SR-BI (1/50000; Novus), CD-
36 (1/5000; Santa Cruz), ABCG5 (1/1000; Santa Cruz), ABCG8 (1/500; Novus), LDL-R 
(1/20000; Fitzgerald), HMG CoA-R (1/10000; Upstate), phosphorylated (P)-HMG CoA-R 
(1/10000; Millipore), ACAT-2 (1/5000; Cayman), and MTP (1/3000; Provided by Dr. 
David Gordon, Bristol-Myers-Squibb). Reaction was revealed with species-specific 
horseradish peroxidise-conjugated secondary antibody (1/20000; Roche Diagnostic, 
Mannheim) for 1 h at room temperature. β-actin (with Ab dilution of 1/5000) was used as 
an internal control to confirm equal loading protein on SDS-PAGE. Blots were developed 
with the chemiluminescent substrate Luminol (Roche) and proteins were quantified by use 
of a Hewlett-Packard scanner equipped with a transparency adaptor and UN-SCAN-IT 
(Silk Scientific) software. 
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RT-PCR 
PCR experiments for the various genes [(liver X receptors (LXRs); retinoid X 
receptors (RXRs); peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) and sterol 
regulatory element binding protein-2 (SREBP-2) as well GAPDH (as a housekeeping 
gene)] were performed by using the mastercycler gradient (Eppendorf). Approximately 30–
40 cycles of amplification were used at 95°C for 30 s, 58°C for 30 s, and 72°C for 30 s. 
Amplicons were visualized on standard ethidium bromide-stained agarose gels. 
Importantly, we have established the experimental conditions relative to RT-PCR, which 
correspond to the linear portion of the exponential phase for every gene expression. 
 
Statistical Analysis 
All values were expressed as the mean ± SD. The data were evaluated by ANOVA 
where appropriate, and the differences between the means were assessed using the 
Dunnett’s post test. A P value <0.05 was considered statistically significant. 
 
RESULTS 
 
PYY and Cell Integrity 
Before starting the evaluation of PYY effects on lipid homeostasis, it was 
mandatory to determine that this gastrointestinal peptide does not disturb cell viability and 
monolayer formation. As assessed by trypan blue exclusion, cell viability was not affected 
(data not shown). Moreover, measurement of transepithelial resistance, alkaline 
phosphatase, and sucrase activity did not disclose any significant perturbation in mucosal 
barrier function and cell differentiation (data not shown). Therefore, it could be concluded 
that PYY does not exert any cytotoxic effects on Caco-2/15 cells. 
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Since various investigators have reported the regulation of PYY output by lipids, it 
was important to assess that the cellular model Caco-2/15 also responds to these stimuli. 
Indeed, PYY was positively stimulated by fatty acids as shown in Figure 1. However, the 
addition of fatty acids to the basolateral medium resulted in a higher PYY output than fatty 
acids administered to the apical compartment. 
 
Localization of PYY Receptor in Caco-2/15 Cell Line 
When seeded on porous filters (Transwell), Caco-2/15 cells allow access to both 
sides of the bipolar intestinal epithelium. Therefore, it is possible to explore the role of 
PYY in the regulation of lipoprotein secretion as a function of PYY site delivery: apical 
and basolateral compartments corresponding to intestinal lumen or serosal circulation, 
respectively. However, it was important to first show whether NPY1R receptor is localized 
in the apical and the basolateral membrane. Therefore, both membranes were isolated as 
described in our previous studies [36]–[38]. Careful scrutiny was carried out to assess the 
purity of the brush-border and basolateral membranes and to exclude the contamination by 
other organelle membranes. First, brush-border membrane (BBM) purity was determined 
by assessing the enrichment of specific brush-border markers, such as sucrase/isomaltase. 
Western blot analysis showed that the protein mass of this enzyme was increased by a 
factor of 55–62.5 in isolated intestinal BBM in comparison with homogenates of intestinal 
mucosa or Caco-2/15 cells (data not shown). Second, the typical microvillus carcino-
embryonic antigen was enriched 7.0- to 8.2-fold in BBM (data not shown). Third, we 
excluded contamination by the endoplasmic reticulum and the Golgi by measuring the 
activity of glucose 6- phosphatase and galactosyltransferase, respectively, which were 
undetectable in BBM. Forth, Na+/K+-ATPase, a classical basolateral protein, was 
detectable only in basolateral membranes and not found in BBM (data not shown). 
Following purification and purity assessment, Western blot analysis, using a 
specific antibody, indicates the presence of Y1 receptor in both the apical and basolateral 
membranes (Figure 2). However, the receptor protein mass was preponderant in the 
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basolateral membrane. Given the distribution of the receptor on both sides of the Caco-2/15 
cells, we decided to investigate its actions by adding PYY separately to apical and 
basolateral compartments. 
 
Effect of PYY on Apical Cholesterol Uptake 
Following pre-incubation (24 h) of Caco-2/15 cells with medium containing 50 nM 
and 200 nM of PYY, we determined how the addition of PYY to either the apical or 
basolateral compartment modifies cholesterol uptake. As illustrated in Figure 3, only the 
addition of PYY to the apical compartment was able to lower the capacity of Caco-2/15 
cells to incorporate cholesterol. 
 
Influence of PYY on Cholesterol Protein Transporters 
The decrease in cholesterol uptake exhibited by Caco-2/15 cells exposed apically to 
PYY may be due to differences in the expression of cholesterol transporters. To test this 
hypothesis, the protein expression of cholesterol transporters (NPC1L1, SR-BI and CD36) 
was examined by Western blot. As shown in Figure 4, the apical addition of PYY at the 
two concentrations (50 and 200 nM) resulted in a significant decrease in the protein 
expression of NPC1L1 without any changes in SR-BI and CD36. Besides, no alterations in 
all these cholesterol transporters were noted when PYY was delivered to the basolateral 
medium. Since ABCG5 and ABCG8 restrain cholesterol absorption in the lumen of the 
intestine by excreting absorbed cholesterol, it was mandatory to assess their protein 
expression in response to PYY administration. Figure 5 shows no alterations in the protein 
mass of ABCG5 and ABCG8 following PYY inclusion either in the apical or basolateral 
compartments. 
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Effects of PYY on De novo Cholesterol Synthesis 
Experiments were performed to examine the regulatory role of PYY on newly 
intracellular cholesterol synthesis. Caco-2/15 cells were, therefore, incubated with [14C]-
acetate for 24 h and the two free and esterified forms of cholesterol were analyzed by TLC. 
Apical and basolateral administration of PYY at the largest concentration slightly enhanced 
the synthesis of free and esterified cholesterol (Figure 6). Interestingly, the delivery of PYY 
to the basolateral compartment was more effective in raising cholesterol formation. 
 
PYY and the Key Regulatory Proteins of Cholesterol Metabolism 
Next, we determined the impact of PYY on the regulatory sterol enzymes: HMG-
CoA-R, the rate-limiting step in cholesterol synthesis, and ACAT-2, an integral protein 
present in the rough endoplasmic reticulum that catalyzes the formation of cholesteryl ester 
from free cholesterol. HMG-CoA-R protein expression increases with only the addition of 
200 nM PYY to the basolateral medium (Figure 7A). Moreover, the same concentration of 
PYY at the same delivery site displayed a trend of decrease in HMG-CoA-R 
phosphorylation, which reflects an activation of the enzyme (Figure 7B). Confirmatory data 
were obtained when the P-HMG-CoA reductase/HMG-CoA reductase ratio was calculated 
(Figure 7C). As to ACAT-2, while the apical addition of PYY remained without effect on 
its protein mass, a significant decrease was noted with in the protein expression with the 
highest PYY concentration administered in the basolateral compartment (Figure 8). Finally, 
we tested the effects of LDLR and could not find a significant impact of PYY 
administration to the apical and basolateral media (Figure 9). 
 
PYY and Lipoprotein Production 
The ability of Caco-2/15 cells to assemble and secrete lipoproteins was assessed as a 
function of PYY concentrations. Figure 10 shows little effect of PYY on the production of 
lipoproteins. Nevertheless, a small decrease in CM output was noted with the addition of 
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200 nM to the basolateral medium (Figure 10A). The same trend was observed in LDL with 
the administration of 200 nM to the apical medium (Figure 10C). However, no alterations 
were noted in VLDL (Figure 10B) and HDL (Figure 10D). 
 
PYY and Apolipoprotein Biosynthesis 
In attempt to explore whether PYY influences the synthesis and secretion of apos, 
the gastrointestinal peptide was added either to the apical or basolateral compartment in 
combination of [35S]-methionine as a precursor of peptide elongation. Only the biogenesis 
of apo A-I was increased with the apical addition of 50 nM PYY. On the other hand, the 
addition of PYY to the basolateral compartment was more effective in reducing the 
synthesis of apos B-48 and B-100 (Figure 11). 
 
PYY and Microsomal Trigyceride Transfer Protein 
MTP has been identified as a crucial protein for intracellular apo B lipoprotein 
assembly. We have, therefore, determined the influence of PYY on its protein expression. 
No significant changes were noticed in the protein mass assessed by Western blot between 
controls and cells treated with PYY(1–36). However, there was a divergence between 
apical and basolateral compartments (Figure 12). 
 
PYY and Transcription Factors 
To approach the mechanisms triggered by PYY, we assessed the gene expression of 
several factors that affect the transcription of a variety of genes associated with lipid and 
cholesterol metabolism, including RXR(α, β), liver LXR(α, β), PPAR(α, β, γ), and SREBP-
2. Data on Figures 13 and and1414 illustrate how PYY at the concentrations of 50 and 200 
nM impacted on the expression of the different nuclear and transcription factors in Caco-
2/15 cells. It did not cause any significant variation on the mRNA levels of RXRβ (Figure 
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13B), LXRα (Figure 13C), LXRβ (Figure 13D), and PPARγ (Figure 14C), whereas it 
produced a significant reduction in gene expression of RXRα (Figure 13A), PPARα (Figure 
14A) and PPARβ (Figure 14B) in Caco-2/15 cells incubated with 200 nM PYY in 
basolateral medium. Finally, when we explored the effect of PYY on SREBP-2 gene 
expression, we detected a significant enhancement upon exposure to 50 nM or 200 nM 
PYY in apical compartment (Figure 14D). 
 
DISCUSSION 
 
PYY exerts anorexigenic effects via satiety signalling actions in the brain and the 
periphery. It is known that PYY regulates intestinal motility [39], [40] and prolonged 
gastric emptying [41]. Surprisingly, little information is available, to our knowledge, on the 
role of PYY in intestinal cholesterol uptake, synthesis and transport by lipoproteins in the 
small intestine. For the first time, our work has attempted to unravel the role of PYY in 
cellular cholesterol metabolism. Our data indicate that PYY could decrease cholesterol 
uptake by reducing the protein mass of NPC1L1, an essential protein for dietary cholesterol 
absorption. PYY also elicited cholesterogenesis by translational regulation of HMG-CoA-
R. Small negative effects of PYY were noted on CM and LDL along with alterations of 
certain types of apo. Finally, PYY was able to regulate specific transcription factors 
implicated in the regulation of lipid and cholesterol metabolism. Importantly, the effects of 
PYY were noted to depend on two factors in intestinal cells: the PYY site of administration 
(apical vs. basolateral) and PYY concentrations (50 vs. 200 nM). 
Influences of apical and basolateral domains of the enterocyte, which correspond to 
the intestinal lumen and the serosal circulation, respectively, are actually limited. Indeed, 
there are only few studies dealing with the stimuli, including PYY, originating from apical 
and basolateral compartments. Some investigators have also detected distinct effects on 
various targets depending on the stimulus location. For example, addition of transforming 
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growth factor beta (TGF-β) to the basolateral medium resulted in phosphorylation of the 
intracellular protein signalling Smad2, whereas no phosphorylation was observed when 
TGF-β was added to the apical chamber [42]. According to the authors, there are elements 
of communication between epithelial and mesenchymal in polarized epithelia, which allow 
vectorial signalling. Furthermore, intestinal epithelial cells were capable of organizing their 
response to inflammatory signals and producing inflammatory mediators in a bidirectional, 
vectorial fashion [43]. Finally, we have recently shown that there is a discrete regulation of 
SR-BI from stimuli, originating from apical and basolateral media, such as n−3 and n−6 
fatty acids, fibrate, cholesterol, 7-ketocholesterol, methyl β-cyclodextrin, 
lipopolysaccharide, tumor necrosis factor-α, interferon γ, insulin, growth hormone and 
epidermal growth factor [44]. It is the first time that vectorial response in link with PYY 
location has been treated. Interestingly, we have added new studies evaluating how FAs 
regulate the secretion of PYY from the apical and basolateral media (Figure 1). Our 
experiments showed that oleic acid at the concentration of (1.4 mM), administred to the 
basolateral medium, upregulated PYY output from the basolateral pole. This increased 
output was higher than that caused by the stimulation of apical PYY secretion, by oleic acid 
at the same concentration. Interestingly, these observations are in line with data from 
Figure 2 illustrating the preponderance of receptor protein mass in the basolateral 
membrane. 
To evaluate the involvement of PYY in cholesterol homeostasis, we used the Caco-
2/15 cell line that undergoes a process of spontaneous differentiation leading to the 
formation of a monolayer of cells expressing several morphological and functional 
characteristics of the mature enterocyte. This remarkable intestinal model is regarded as the 
most appropriate for the investigation of gut absorption and interactions, nutrition, 
toxicology food microbiology, bioavailability tests, and screening of drug permeability in 
discovery programs. Multiple studies from our laboratory [21], [29], [30], [32]–[35], [38] 
and from other groups have shown that Caco-2/15 monolayers are fully appropriate for the 
study of lipid/lipoprotein homeostasis. Importantly, when seeded on porous filters 
(Transwell), Caco-2/15 cells allow access to both sides of the bipolar intestinal epithelium. 
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Therefore, we were able in the present work to explore the regulation of cholesterol 
metabolism as a function of PYY site delivery: apical and basolateral compartments 
corresponding to intestinal lumen or serosal circulation, respectively. As a prerequisite to 
our study, it was necessary for us to demonstrate the presence of PYY receptor in Caco-
2/15 cells and its distribution on both sites (apical and basolateral membrane), thus 
favouring binding of the ligand (PYY) and its internalization [45]. Importantly, L cells in 
the intestinal epithelium secrete PYY (1–36) into the lumen of the intestine across the 
apical membrane and the blood circulation via the basolateral membrane [22]–[24]. The 
presence of PYY in the apical and basolateral membranes may be dependent on the type of 
nutrient ingested and may serve to modulate the diverse physiologic roles of PYY. 
Moreover, the concentrations of PYY are variable in the circulation depending on the 
physiological states: they are low during fasting and significantly increase after meal 
consumption, reaching a plateau following 2 h post-prandially. 
In the current research, we used human PYY(1–36) instead of PYY(3–36), since 
previous reports have shown the stimulation of apo A-IV by PYY(1–36) in Caco-2/15 cells 
[46]. According to the authors of this paper, only Y1 receptor mediated this stimulatory 
effect following binding with the PYY (1–36) ligand given that the other Y2 and Y5 
receptors for PYY (3–36) seemed not operational in view of their undetectable mRNAs in 
Caco-2/15 cells. In these studies, the concentrations of PYY reached 200 nM in order to 
obtain the stimulation of Apo A-IV. Additionally, the PYY (1–36) was repeatedly used in 
studies associated with lipid metabolism in the intestine [12], [15], [47]. Finally, in terms of 
cell differentiation, maintenance of the intestinal epithelium and the regulation of 
absorption in the intestine, investigators have largely turned to the PYY (1–36), which has 
a high affinity for the receptor NPY1R [48]. Accordingly, the presence of the receptor 
NPY1R has already been noted in previous studies using intestinal Caco-2/15 cells. Taking 
into account the secretion of PYY from both apical and basolateral compartments of the 
enterocytes [22], [49], it appeared important for us to determine the status of this receptor 
both in apical and basolateral sides. 
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In the present work, PYY was used in the 50–200 nM range, since numerous 
investigators reported plasma concentrations of PYY in the range of pM to nM [50]. But 
these concentrations could considerably be augmented following exercise and meal tests 
[51], [52]. Additionally, levels of PYY varied according to the intestinal region and reached 
values of ~1000 pmol/g colonic or rectal tissue [53], [54]. Therefore, given these collective 
data, we do not think that PYY was employed in high pharmacological doses in our studies. 
NPC1L1 has been identified at the surface of plasma membrane as a critical protein 
in the exogenous cholesterol absorption [55]. It transports cholesterol from the lumen into 
enterocytes where intestinal ACAT-2 then converts cholesterol to CE that is packed into 
CM. SR-BI and CD36 are also located on the brush border membrane and can contribute to 
the absorption of cholesterol. Our experiments showed an inhibition of cholesterol uptake 
with the addition of PYY to the apical medium, which was confirmed by NPC1L1 
downregulation, but SR-BI and CD36 remained unaffected. To approach the underlying 
mechanisms, we analyzed the gene expression of specific transcription factors involved in 
cholesterol homeostasis. We first examined PPARs that represent a subgroup of the nuclear 
receptor superfamily, including PPAR(α, β, γ) heterodimerizing with the RXR and, upon 
ligand binding, become transcriptionally active and control a series of genes of lipid and 
energy metabolism. Even if previous studies showed that specific activation of PPARα and 
PPARβ decreases cholesterol absorption via an inhibitory effect on NPC1L1 expression in 
the proximal small intestine [56], , no significant differences were noted, in our study, in 
the gene expression of apical PPARα and PPARγ in contrast with a substantial decrease in 
PPARβ mRNA. These findings are not consistent with an implication of PPARs in PYY-
mediated NPC1L1 downregulation. We then turned to LXRs that act as oxysterol sensors 
of intracellular cholesterol homeostasis [58]. LXRs form obligate heterodimers with RXRs, 
which activate their target genes by binding to specific response elements (LXREs). 
Recently, it has been revealed that LXRs seem to govern dietary cholesterol fate in the 
enterocyte by downregulating apical absorption through NPC1L1 [59]. Our data displaying 
no changes in LXRα,β and decreased RXRα are not lining up with a possible involvement 
of these transcription factors in PYY-mediated NPC1L1 downregulation. Finally, the 
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upregulation of SREBP-2 gene expression in response of PYY could not explain the 
reduction in cholesterol transport and in NPC1L1 protein abundance. An important 
direction to follow in next studies in order to detect the mechanisms of action of PYY will 
consist in investigating the formation of NPC1L1–flotillins-positive cholesterol-enriched 
membrane microdomains. In fact, NPC1L1 performs the task of apical cholesterol uptake 
by collaborating with flotillins to form cholesterol-enriched membrane microdomains. 
Internalization of these membrane microdomains brings a large amount of cholesterol into 
the cells which might be a mechanism accounting for high efficiency of cholesterol 
absorption [60]. 
In our studies, HMG-CoA R expression was found to be 3-fold upregulated, but the 
cholesterol synthesized was only increased 1.2 fold in response to the PPY. In fact, HMG-
CoAR can be regulated through alterations of its quantity and/or of its catalytic efficiency. 
In particular, mechanisms implicated in the regulation of HMG-CoAR include the 
manipulation of enzyme quantity through transcriptional [61], [62] and post-transcriptional 
processes [63], [64] and enzyme degradation [65], [66], as well as the alteration of enzyme 
catalytic activity by membrane composition and fluidity [67], by thiols [68], by 
microtubules [69], or by cytosolic lipid inhibitors and their binding proteins [70]. It is, 
therefore, possible that despite the increase in HMG-CoA-R mass, PYY may elicit another 
regulatory mechanism, e.g. the reversible inactivation and reactivation of HMG-CoA-R via 
its covalent phosphorylation and dephosphorylation. 
Interestingly, the addition of PYY to the basolateral medium resulted in a significant 
decrease in the biogenesis of apo B-48, an essential protein in the assembly of TG-rich 
lipoprotein. A slight, but significant, decrease was also observed in CM output. It is 
generally accepted that the intracellular mechanism of TG-rich lipoprotein assembly 
requires apo B synthesis and association. An early step in this process is the cotranslational 
lipidation of apo B that is transiently bound to the endoplasmic reticulum membrane where 
it is folded. The addition of lipids stabilizes apo B-48 and prevents its proteolytic 
degradation via the ubiquitin-dependent proteasomal pathway [71], [72]. It is therefore 
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reasonable to suggest that the defective synthesis of CM in Caco-2/15 cells, supplemented 
in their basolateral medium with PYY, is due to limited apo B-48 protection from 
misfolding and degradation despite MTP protein expression enhancement, which does not 
reflect MTP activity or alternatively could not compensate for the marked apo B-48 
proteolytic degradation by the proteasome. Finally, although the decrease of CM appears 
modest despite the statistical significance, it is reasonable to propose that PYY can affect 
the intestinal transport of lipids given the significant length of the intestine and especially 
the perpetual postprandial state characterizing nowadays the Western population, which is 
actually subjected to abundant and frequent feeding. 
This study shows interesting results in relation with the influence of PYY on 
intestinal cholesterol metabolism. Previous reports documented that binding of PYY to its 
receptors resulted in inhibition of electrolyte secretion [49], [73] via inhibition of cAMP 
production [74] suggesting that PYY was likely to exert its effect through an inhibition of 
adenylyl cyclase. At this time, we have no evidence as to the role of cAMP in PYY-
mediated regulation of cholesterol metabolism. However, the present data point out that 
PYY in the apical compartment can essentially decrease cholesterol uptake through the 
downregulation of NPC1L1, while basolateral PYY can reduce the output of CMs via a 
decrease in apo B-48 biosynthesis. More in vivo and in vitro studies are absolutely required 
to determine the specific endocrine and paracrine mechanisms triggered by PYY for the 
regulation of the transport of various nutrients. 
Although the PYY receptor is more concentrated on the basolateral membrane vs. 
the apical membrane, only the administration of PYY apically was able to decrease 
cholesterol uptake. This intriguing finding may be explained by distinct intracellular 
signalling pathways or discrete regional regulation at the two intestinal poles, triggered by 
the two PYY receptors located on basolateral and apical membranes. In previous studies, 
fasting PYY correlated negatively with plasma total cholesterol, LDL-cholesterol and 
HDL-cholesterol in response to bariatric surgery in severely obese patients [19] and 
overfeeding in normal weight subjects [20]. Our data indicate for the first time that PYY 
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may act on the intestine to down-regulate cholesterol absorption, which may influence 
cardiovascular risk factors. 
Although most early studies so far have been concerned by the concept that factors 
secreted from the gut endocrine system participate in the regulation of gastrointestinal 
functions, growing evidence underlines their functions in metabolic pathways and in the 
pathophysiology of various metabolic diseases, including obesity, insulin resistance and 
diabetes, which lead to cardiovascular diseases. Indeed, a great number of gastrointestinal 
peptides, including PYY affect numerous organs while modulating energy storage, 
lipolysis, body weight, appetite, satiety, β-cell preservation and glucose metabolism [75]. 
Recently, it has been shown that the gut plays a major role in glucose homeostasis via the 
regulation of both insulin secretion and sensitivity [76]–[78], while bariatric surgery likely 
influences several GI pathways in complementary ways to improve glucose control and 
diabetes. Accordingly, the selective activation of the neuropeptide Y receptor by PYY (3–
36) suppresses appetite, reduces acute food intake, causes body weight loss and provides a 
promising approach to obesity management. Therefore, the control of receptor Y by PYY 
becomes an attractive mechanism for the therapeutic management of obesity and its 
associated morbidities such as insulin resistance and diabetic dyslipidemia. Limited studies 
are available on the effects of PYY on cholesterol metabolism, but indirect evidence points 
to this important issue. As an example, two obese women groups differed from lean 
controls by showing lower plasma PYY (3–36) both under basal conditions and after meal, 
and this was accompanied by higher postprandial blood glucose and insulin levels, as well 
as total cholesterol and LDL-cholesterol [79]. Furthermore, with the sustained rise in GLP-
1 and PYY levels, there was a decline in glucose, insulin, total cholesterol, LDL-
cholesterol, and triglyceride levels [80]. In another investigation, long-term exercise 
training displayed beneficial effects for overweight adolescents with respect to the increase 
in PYY, decrease in TG and lowering of total cholesterol and LDL-cholesterol although the 
changes of the cholesterol variables did not reach statistical significance [81]. In another 
study, overfeeding significantly raised fasting PYY, which was negatively correlated with 
the changes of total cholesterol, HDL and LDL while being positively associated with HDL 
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cholesterol [20]. Altogether, the information obtained from these research groups indicates 
an indirect link between PYY and lipid (cholesterol and triglyceride) metabolism. As to the 
relationship between PYY and cardiovascular diseases, various investigators reported that 
the beneficial effects of dietary feeding (e.g. diminution of postprandial glycemia, lipidemia 
and insulinemia along with the reduction of cardiovascular disease risks) could be due to its 
actions on the levels of PYY among many peptides [82]. In addition, Hanusch-Enserer et 
al. concluded that, in restrictive bariatric surgery, PYY correlates with major cardiovascular 
risk factor and surrogate parameters of insulin secretion [19]. Finally, according to 
Zwirska-Korczala et al., down-regulation of PYY secretion may lead to progression of 
endothelial dysfunction and may promote acceleration of atherosclerosis [51]. 
Nevertheless, additional studies are needed to scrutinize this important aspect and to 
evaluate cause-effect evidence of PYY and cardiovascular risk factors. 
However, it is important to note that, following binding with PYY, Y1 receptors 
rapidly internalize through clathrin-coated pits and recycle back to the plasma membrane 
[83], [84]. It remains unknown whether these internalized receptors enter a recycling 
pathway leading to relocalization at the cell surface. 
In summary, our data suggest that PYY may exert an impact on intracellular lipid 
metabolism depending on the route of administration as well illustrated in Figure 15. 
Although it is known that, following binding with PYY, Y1 receptors rapidly internalize 
through clathrin-coated pits and recycle back to the plasma membrane, no information is 
available to indicate whether internalized PYY may be transferred from one membrane to 
another, which may influence the effects of PYY on one specific pole of the cell. Further 
investigations are required to explore this exciting issue. For now, our efforts at least 
highlighted a segregation in the function of PYY in the two cell poles: (i) at the apical 
compartment, it decreased LDL secretion and lowered cholesterol uptake via the down-
regulation of NPC1L1 transporter, while it enhanced certain types of apos and 
cholesterogenesis; and (ii) at the basolateral compartment, it disclosed ability to augment 
cholesterol synthesis and to lower chylomicron output through the lowering of apos and 
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transcriptional factors. More work is necessary to further establish the role and mechanisms 
action of PYY in lipid transport in the enterocytes. 
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1 Influence of oleic acid on PYY secretion in the apical and basolateral 
media. Oleic acid at the concentrations of 0,7 mM and 1,4 mM was added 
either to the apical or basolateral medium. Following the 2-h incubation 
period, both apical and basolateral media were assessed for their PYY 
content. Values are expressed as means +/- SD for 3 separate experiments in 
each group. CTR, Control; Baso, basolateral; OA, Oleic acid. 
Figure 2 Detection of Y1 receptor (NPY1R) in Caco-2/15 cells in culture. 
Following differentiation, Caco-2/15 cells were homogenized and apical and 
basolateral membranes were isolated. Aliquots were fractionated by SDS-
PAGE and electrotransferred onto nitrocellulose membranes. The blots were 
then incubated with the polyclonal antibody overnight at 4°C. 
Immunocomplexes were revealed by means of horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin and an enhanced 
chemiluminescence kit. Y1 receptor mass was quantitated by use of an HP 
Scanjet scanner equipped with a transparency adapter and software. Values 
are expressed as means ± SD for n=3 separate experiments in each group. 
Figure 3 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on cholesterol uptake in Caco-2/15 cells. Differentiated Caco-
2/15 cells were cultured for 24 h in MEM containing 50 nM or 200 nM of 
PYY in their apical or basolateral medium, in the presence of 100 µM 
cholesterol in apical (with 250 000 dpm [14C]-cholesterol). Data are 
reported as % of control values representing 100%. Values represent the 
mean ± SD for n=3 separate experiments in each group. 
 * P<0.05 vs. controls, ** P<0.01 vs. controls. 
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Figure 4 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on the protein expression of transporters mediating cholesterol 
absorption. Caco-2/15 cells were cultured for 24 h in MEM as described in 
the legend of Figure2. Western blot was used to analyze the protein 
expression of NPC1L1 (A), SR-BI (B) and CD36 (C). Values are means ± 
SD for n=3 separate experiments in each group and are reported as % of 
control values representing 100%. *P<0.01 vs. controls. 
Figure 5 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on the protein expression of ABCG5 and ABCG8. Caco-2/15 
cells were cultured for 24 h in MEM as described in the legend of Figure 2. 
Western blot was used to analyse the protein expression of ABCG5 (A) and 
ABCG8 (B). Data represent means ± SD for n=3 separate experiments in 
each group and are reported as % of control values representing 100%. 
Figure 6 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on cholesterol synthesis. After 24 h incubation with [14C]-acetate, 
cells were homogenized. Lipids were extracted in chloroform/methanol and 
separated by TLC. The free cholesterol (FC) and cholesteryl ester (CE) 
bands were scraped off the plate and counted. Data represent means ± SD for 
n=3 separate experiments in each group. *P<0.05 vs. controls, **P<0.01 vs. 
controls.  
Figure 7 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on the protein expression of HMG-CoA-R (A) and 
phosphorylated HMG-CoA-R (B). Caco-2/15 cells were cultured for 24 h 
in MEM as described in Figure 2. Western blot was used to analyze the 
protein expression and phosphorylation of HMG-CoA-R. Values are means 
± SD for n=3 separate experiments in each group and are reported as % of 
control values representing 100%. *P<0.05 vs. controls, ** P<0.01 vs. 
controls.  
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Figure 8 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on the protein expression of ACAT-2. Caco-2/15 cell line was 
cultured for 24 h in MEM described in Figure 2. Western blot was used to 
analyze the protein expression of ACAT-2. Values are means ± SD for n=3 
separate experiments in each group and are reported as percent.  *P<0.01 vs. 
controls. 
Figure 9 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on the protein expression of LDL-receptor (LDL-R). Caco-2/15 
cells were cultured for 24 h in MEM as described in the legend of Figure 2. 
Western blot was used to analyse the protein expression of LDL-R. Data 
represented means ± SD for n=3 separate experiments in each group and are 
reported as % of control values representing 100%. 
Figure 10 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on lipoproteins output. Differentiated Caco-2/15 cells were 
cultured for 24 h in MEM containing 50 nM or 200 nM of PYY in their 
apical or basolateral medium, in the presence of [14C]-oleic acid for 24h. 
Thereafter, the media were ultracentrifuged to isolate lipoproteins at their 
specific densities. Radioactivity incorporated into each fractions was further 
determined. Data were analyzed as dpm/mg of total protein but were 
reported as percent difference relative to control. Data represent means ± SD 
for n=3 separate experiments in each group. * P<0.05 vs. controls.  
CM; Chylomicrons (A), VLDL; Very-low density lipoprotein (B), LDL; low 
density lipoprotein (C) and HDL; high density lipoprotein (D).  
Figure 11 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on the synthesis of apolipoproteins (apo). Epithelial cells at 14 
days post-confluence were incubated with [35S]-methionine in the presence 
of PYY (1-36) (50 or 200 nM) and unlabeled oleic acid for 24 h to stimulate 
apo biogenesis. At the end of the labelling period, cells were washed, 
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homogenized, and centrifuged. Supernatants from the cell homogenates were 
then reacted with excess antibodies for 18 h at 4°C to precipitate specific 
apos. Immune complexes were washed and analyzed by linear 4-15% SDS-
PAGE. After electrophoresis, gels were sliced and counted for radioactivity. 
Data represent means ± SD for n=3 separate experiments in each group. 
Values are reported as % of control values representing 100%.  *P <0.05 vs. 
controls. 
Figure 12 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on the protein expression of MTP. Caco-2/15 cells were cultured 
for 24 h in MEM as described in the legend of Figure 2. Western blot was 
used to analyse the protein expression of MTP. Data represent means ± SD 
for n=3 separate experiments in each group and are reported as % of control 
values representing 100%. * P<0.05 vs. 50 nM or 200 nM in apical side.   
Figure 13 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on RXR and LXR gene expression in Caco-2/15 cells. PCR 
analysis was performed on Caco-2/15 cell line at 14 days post-confluence to 
analyze mRNA of RXRα (A), RXRβ (B), LXRα (C), LXRβ (D). Values 
represent means ± SD for n=3 separate experiments in each group and are 
reported as % of control values representing 100%. *P<0.05 vs. controls, 
**P<0.01 vs. controls.  
Figure 14 Effects of the administration of PYY (1-36) to the apical or basolateral 
medium on PPAR and SREBP-2 gene expression in Caco-2/15 cells. PCR 
analysis was performed on Caco-2/15 cell line at 14 days post-confluence to 
analyze mRNA of PPARα (A), PPARβ (B), PPARγ (C), SREBP-2 (D). 
Values represent means ± SD for n=3 separate experiments in each group 
and are reported as percent difference relative to control. * P<0.05 vs. 
controls, **P<0.01 vs. controls. 
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Figure 15 Integrative scheme documenting the asymmetrical regulation of lipid 
transport by apical and basolateral PYY stimuli using differentiated, 
polarized Caco-2/15 cells. 
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Caco-2/15 also responds to these stimuli. Indeed, PYY was
positively stimulated by fatty acids as shown in Figure 1. However,
the addition of fatty acids to the basolateral medium resulted in
a higher PYY output than fatty acids administered to the apical
compartment.
Localization of PYY Receptor in Caco-2/15 Cell Line
When seeded on porous filters (Transwell), Caco-2/15 cells
allow access to both sides of the bipolar intestinal epithelium.
Therefore, it is possible to explore the role of PYY in the
regulation of lipoprotein secretion as a function of PYY site
delivery: apical and basolateral compartments corresponding to
intestinal lumen or serosal circulation, respectively. However, it
was important to first show whether NPY1R receptor is localized
in the apical and the basolateral membrane. Therefore, both
membranes were isolated as described in our previous studies
[36–38]. Careful scrutiny was carried out to assess the purity of
the brush-border and basolateral membranes and to exclude the
contamination by other organelle membranes. First, brush-
border membrane (BBM) purity was determined by assessing
the enrichment of specific brush-border markers, such as
sucrase/isomaltase. Western blot analysis showed that the protein
mass of this enzyme was increased by a factor of 55–62.5 in
isolated intestinal BBM in comparison with homogenates of
intestinal mucosa or Caco-2/15 cells (data not shown). Second,
the typical microvillus carcino-embryonic antigen was enriched
7.0- to 8.2-fold in BBM (data not shown). Third, we excluded
contamination by the endoplasmic reticulum and the Golgi by
measuring the activity of glucose 6- phosphatase and galactosyl-
transferase, respectively, which were undetectable in BBM.
Forth, Na+/K+-ATPase, a classical basolateral protein, was
detectable only in basolateral membranes and not found in BBM
(data not shown).
Following purification and purity assessment, Western blot
analysis, using a specific antibody, indicates the presence of Y1
receptor in both the apical and basolateral membranes (Figure 2).
However, the receptor protein mass was preponderant in the
basolateral membrane. Given the distribution of the receptor on
both sides of the Caco-2/15 cells, we decided to investigate its
actions by adding PYY separately to apical and basolateral
compartments.
Effect of PYY on Apical Cholesterol Uptake
Following pre-incubation (24 h) of Caco-2/15 cells with
medium containing 50 nM and 200 nM of PYY, we determined
how the addition of PYY to either the apical or basolateral
compartment modifies cholesterol uptake. As illustrated in
Figure 3, only the addition of PYY to the apical compartment
was able to lower the capacity of Caco-2/15 cells to incorporate
cholesterol.
Influence of PYY on Cholesterol Protein Transporters
The decrease in cholesterol uptake exhibited by Caco-2/15 cells
exposed apically to PYY may be due to differences in the
expression of cholesterol transporters. To test this hypothesis, the
protein expression of cholesterol transporters (NPC1L1, SR-BI
and CD36) was examined by Western blot. As shown in Figure 4,
the apical addition of PYY at the two concentrations (50 and
200 nM) resulted in a significant decrease in the protein expression
of NPC1L1 without any changes in SR-BI and CD36. Besides, no
alterations in all these cholesterol transporters were noted when
PYY was delivered to the basolateral medium. Since ABCG5 and
ABCG8 restrain cholesterol absorption in the lumen of the
intestine by excreting absorbed cholesterol, it was mandatory to
assess their protein expression in response to PYY administration.
Figure 5 shows no alterations in the protein mass of ABCG5 and
ABCG8 following PYY inclusion either in the apical or basolateral
compartments.
Figure 1. Influence of oleic acid on PYY secretion in the apical and basolateral media. Oleic acid at the concentrations of 0.7 mM and
1.4 mM was added either to the apical or basolateral medium. Following the 2-h incubation period, both apical and basolateral media were assessed
for their PYY content. Values are expressed as means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group. CTR, Control; Baso, basolateral; OA, Oleic
Acid.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g001
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Effects of PYY on De novo Cholesterol Synthesis
Experiments were performed to examine the regulatory role of
PYY on newly intracellular cholesterol synthesis. Caco-2/15 cells
were, therefore, incubated with [14C]-acetate for 24 h and the two
free and esterified forms of cholesterol were analyzed by TLC.
Apical and basolateral administration of PYY at the largest
concentration slightly enhanced the synthesis of free and esterified
cholesterol (Figure 6). Interestingly, the delivery of PYY to the
basolateral compartment was more effective in raising cholesterol
formation.
PYY and the Key Regulatory Proteins of Cholesterol
Metabolism
Next, we determined the impact of PYY on the regulatory
sterol enzymes: HMG-CoA-R, the rate-limiting step in choles-
terol synthesis, and ACAT-2, an integral protein present in the
rough endoplasmic reticulum that catalyzes the formation of
cholesteryl ester from free cholesterol. HMG-CoA-R protein
expression increases with only the addition of 200 nM PYY to
the basolateral medium (Figure 7A). Moreover, the same
concentration of PYY at the same delivery site displayed a trend
of decrease in HMG-CoA-R phosphorylation, which reflects an
activation of the enzyme (Figure 7B). Confirmatory data were
obtained when the P-HMG-CoA reductase/HMG-CoA re-
Figure 2. Detection of Y1 receptor (NPY1R) in Caco-2/15 cells in culture. Following differentiation, Caco-2/15 cells were homogenized and
apical and basolateral membranes were isolated. Aliquots were fractionated by SDS-PAGE and electrotransferred onto nitrocellulose membranes. The
blots were then incubated with the polyclonal antibody overnight at 4uC. Immunocomplexes were revealed by means of horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin and an enhanced chemiluminescence kit. Y1 receptor mass was quantitated by use of an HP Scanjet
scanner equipped with a transparency adapter and software. Values are expressed as means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g002
Figure 3. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on cholesterol uptake in Caco-2/15 cells.
Differentiated Caco-2/15 cells were cultured for 24 h in MEM containing 50 nM or 200 nM of PYY in their apical or basolateral medium, in the
presence of 100 mM cholesterol in apical (with 250 000 dpm [14C]-cholesterol). Data are reported as % of control values representing 100%. Values
represent the mean 6 SD for n = 3 separate experiments in each group. * P,0.05 vs. controls, ** P,0.01 vs. controls.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g003
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Effects of PYY on De novo Cholesterol Synthesis
Experiments were performed to examine the regulatory role of
PYY on newly intracellular cholesterol synthesis. Caco-2/15 cells
were, therefore, incubated with [14C]-acetate for 24 h and the two
free and esterified forms of cholesterol were analyzed by TLC.
Apical and basolateral administration of PYY at the largest
concentration slightly enhanced the synthesis of free and esterified
cholesterol (Figure 6). Interestingly, the delivery of PYY to the
basolateral compartment was more effective in raising cholesterol
formation.
PYY and the Key Regulatory Proteins of Cholesterol
Metabolism
Next, we determined the impact of PYY on the regulatory
sterol enzymes: HMG-CoA-R, the rate-limiting step in choles-
terol synthesis, and ACAT-2, an integral protein present in the
rough endoplasmic reticulum that catalyzes the formation of
cholesteryl ester from free cholesterol. HMG-CoA-R protein
expression increases with only the addition of 200 nM PYY to
the basolateral medium (Figure 7A). Moreover, the same
concentration of PYY at the same delivery site displayed a trend
of decrease in HMG-CoA-R phosphorylation, which reflects an
activation of the enzyme (Figure 7B). Confirmatory data were
obtained when the P-HMG-CoA reductase/HMG-CoA re-
Figure 2. Detection of Y1 receptor (NPY1R) in Caco-2/15 cells in culture. Following differentiation, Caco-2/15 cells were homogenized and
apical and basolateral membranes were isolated. Aliquots were fractionated by SDS-PAGE and electrotransferred onto nitrocellulose membranes. The
blots were then incubated with the polyclonal antibody overnight at 4uC. Immunocomplexes were revealed by means of horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin and an enhanced chemiluminescence kit. Y1 receptor mass was quantitated by use of an HP Scanjet
scanner equipped with a transparency adapter and software. Values are expressed as means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g002
Figure 3. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on cholesterol uptake in Caco-2/15 cells.
Differentiated Caco-2/15 cells were cultured for 24 h in MEM containing 50 nM or 200 nM of PYY in their apical or basolateral medium, in the
presence of 100 mM cholesterol in apical (with 250 000 dpm [14C]-cholesterol). Data are reported as % of control values representing 100%. Values
represent the mean 6 SD for n = 3 separate experiments in each group. * P,0.05 vs. controls, ** P,0.01 vs. controls.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g003
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Figure 4. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on the protein expression of transporters
mediating cholesterol absorption. Caco-2/15 cells were cultured for 24 h in MEM as described in the legend of Figure2. Western blot was used to
analyze the protein expression of NPC1L1 (A), SR-BI (B) and CD36 (C). Values are means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group and are
reported as % of control values representing 100%. *P,0.01 vs. controls.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g004
Figure 5. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on the protein expression of ABCG5 and
ABCG8. Caco-2/15 cells were cultured for 24 h in MEM as described in the legend of Figure 2. Western blot was used to analyse the protein
expression of ABCG5 (A) and ABCG8 (B). Data represent means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group and are reported as % of control
values representing 100%.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g005
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Figure 4. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on the protein expression of transporters
mediating cholesterol absorption. Caco-2/15 cells were cultured for 24 h in MEM as described in the legend of Figure2. Western blot was used to
analyze the protein expression of NPC1L1 (A), SR-BI (B) and CD36 (C). Values are means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group and are
reported as % of control values representing 100%. *P,0.01 vs. controls.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g004
Figure 5. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on the protein expression of ABCG5 and
ABCG8. Caco-2/15 cells were cultured for 24 h in MEM as described in the legend of Figure 2. Western blot was used to analyse the protein
expression of ABCG5 (A) and ABCG8 (B). Data represent means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group and are reported as % of control
values representing 100%.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g005
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ductase ratio was calculated (Figure 7C). As to ACAT-2, while
the apical addition of PYY remained without effect on its
protein mass, a significant decrease was noted with in the
protein expression with the highest PYY concentration admin-
istered in the basolateral compartment (Figure 8). Finally, we
tested the effects of LDLR and could not find a significant
impact of PYY administration to the apical and basolateral
media (Figure 9).
PYY and Lipoprotein Production
The ability of Caco-2/15 cells to assemble and secrete
lipoproteins was assessed as a function of PYY concentrations.
Figure 10 shows little effect of PYY on the production of
lipoproteins. Nevertheless, a small decrease in CM output was
noted with the addition of 200 nM to the basolateral medium
(Figure 10A). The same trend was observed in LDL with the
administration of 200 nM to the apical medium (Figure 10C).
However, no alterations were noted in VLDL (Figure 10B) and
HDL (Figure 10D).
PYY and Apolipoprotein Biosynthesis
In attempt to explore whether PYY influences the synthesis and
secretion of apos, the gastrointestinal peptide was added either to
the apical or basolateral compartment in combination of [35S]-
methionine as a precursor of peptide elongation. Only the
biogenesis of apo A-I was increased with the apical addition of
50 nM PYY. On the other hand, the addition of PYY to the
basolateral compartment was more effective in reducing the
synthesis of apos B-48 and B-100 (Figure 11).
PYY and Microsomal Trigyceride Transfer Protein
MTP has been identified as a crucial protein for intracellular
apo B lipoprotein assembly. We have, therefore, determined the
influence of PYY on its protein expression. No significant changes
were noticed in the protein mass assessed by Western blot between
controls and cells treated with PYY(1–36). However, there was
a divergence between apical and basolateral compartments
(Figure 12).
PYY and Transcription Factors
To approach the mechanisms triggered by PYY, we assessed the
gene expression of several factors that affect the transcription of
a variety of genes associated with lipid and cholesterol metabolism,
including RXR(a, b), liver LXR(a, b), PPAR(a, b, c), and SREBP-
2. Data on Figures 13 and 14 illustrate how PYY at the
concentrations of 50 and 200 nM impacted on the expression of
the different nuclear and transcription factors in Caco-2/15 cells.
It did not cause any significant variation on the mRNA levels of
RXRb (Figure 13B), LXRa (Figure 13C), LXRb (Figure 13D),
and PPARc (Figure 14C), whereas it produced a significant
reduction in gene expression of RXRa (Figure 13A), PPARa
(Figure 14A) and PPARb (Figure 14B) in Caco-2/15 cells
incubated with 200 nM PYY in basolateral medium. Finally,
when we explored the effect of PYY on SREBP-2 gene expression,
we detected a significant enhancement upon exposure to 50 nM or
200 nM PYY in apical compartment (Figure 14D).
Discussion
PYY exerts anorexigenic effects via satiety signalling actions in
the brain and the periphery. It is known that PYY regulates
intestinal motility [39,40] and prolonged gastric emptying [41].
Surprisingly, little information is available, to our knowledge, on
the role of PYY in intestinal cholesterol uptake, synthesis and
transport by lipoproteins in the small intestine. For the first time,
our work has attempted to unravel the role of PYY in cellular
cholesterol metabolism. Our data indicate that PYY could
decrease cholesterol uptake by reducing the protein mass of
NPC1L1, an essential protein for dietary cholesterol absorption.
PYY also elicited cholesterogenesis by translational regulation of
HMG-CoA-R. Small negative effects of PYY were noted on CM
and LDL along with alterations of certain types of apo. Finally,
PYY was able to regulate specific transcription factors implicated
in the regulation of lipid and cholesterol metabolism. Importantly,
the effects of PYY were noted to depend on two factors in
intestinal cells: the PYY site of administration (apical vs.
basolateral) and PYY concentrations (50 vs. 200 nM).
Influences of apical and basolateral domains of the enterocyte,
which correspond to the intestinal lumen and the serosal
Figure 6. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on cholesterol synthesis. After 24 h
incubation with [14C]-acetate, cells were homogenized. Lipids were extracted in chloroform/methanol and separated by TLC. The free cholesterol (FC)
and cholesteryl ester (CE) bands were scraped off the plate and counted. Data represent means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group.
*P,0.05 vs. controls, **P,0.01 vs. controls.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g006
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circulation, respectively, are actually limited. Indeed, there are
only few studies dealing with the stimuli, including PYY,
originating from apical and basolateral compartments. Some
investigators have also detected distinct effects on various targets
depending on the stimulus location. For example, addition of
transforming growth factor beta (TGF-b) to the basolateral
medium resulted in phosphorylation of the intracellular protein
signalling Smad2, whereas no phosphorylation was observed when
TGF-b was added to the apical chamber [42]. According to the
authors, there are elements of communication between epithelial
and mesenchymal in polarized epithelia, which allow vectorial
signalling. Furthermore, intestinal epithelial cells were capable of
organizing their response to inflammatory signals and producing
inflammatory mediators in a bidirectional, vectorial fashion [43].
Finally, we have recently shown that there is a discrete regulation
of SR-BI from stimuli, originating from apical and basolateral
media, such as n23 and n26 fatty acids, fibrate, cholesterol, 7-
ketocholesterol, methyl b-cyclodextrin, lipopolysaccharide, tumor
necrosis factor-a, interferon c, insulin, growth hormone and
epidermal growth factor [44]. It is the first time that vectorial
response in link with PYY location has been treated. Interestingly,
we have added new studies evaluating how FAs regulate the
secretion of PYY from the apical and basolateral media (Figure 1).
Our experiments showed that oleic acid at the concentration of
(1.4 mM), administred to the basolateral medium, upregulated
PYY output from the basolateral pole. This increased output was
higher than that caused by the stimulation of apical PYY secretion,
by oleic acid at the same concentration. Interestingly, these
observations are in line with data from Figure 2 illustrating the
preponderance of receptor protein mass in the basolateral
membrane.
To evaluate the involvement of PYY in cholesterol homeostasis,
we used the Caco-2/15 cell line that undergoes a process of
spontaneous differentiation leading to the formation of a mono-
layer of cells expressing several morphological and functional
characteristics of the mature enterocyte. This remarkable intestinal
model is regarded as the most appropriate for the investigation of
gut absorption and interactions, nutrition, toxicology food
microbiology, bioavailability tests, and screening of drug perme-
ability in discovery programs. Multiple studies from our laboratory
Figure 7. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on the protein expression of HMG-CoA-R
(A) and phosphorylated HMG-CoA-R (B). Caco-2/15 cells were cultured for 24 h in MEM as described in Figure 2. Western blot was used to
analyze the protein expression and phosphorylation of HMG-CoA-R. Values are means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group and are
reported as % of control values representing 100%. *P,0.05 vs. controls, ** P,0.01 vs. controls.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g007
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Figure 9 
[21,29,30,32–35,38] and from other groups have shown that
Caco-2/15 monolayers are fully appropriate for the study of lipid/
lipoprotein homeostasis. Importantly, when seeded on porous
filters (Transwell), Caco-2/15 cells allow access to both sides of the
bipolar intestinal epithelium. Therefore, we were able in the
present work to explore the regulation of cholesterol metabolism as
a function of PYY site delivery: apical and basolateral compart-
ments corresponding to intestinal lumen or serosal circulation,
respectively. As a prerequisite to our study, it was necessary for us
to demonstrate the presence of PYY receptor in Caco-2/15 cells
and its distribution on both sites (apical and basolateral
membrane), thus favouring binding of the ligand (PYY) and its
internalization [45]. Importantly, L cells in the intestinal
epithelium secrete PYY (1–36) into the lumen of the intestine
across the apical membrane and the blood circulation via the
basolateral membrane [22–24]. The presence of PYY in the apical
and basolateral membranes may be dependent on the type of
nutrient ingested and may serve to modulate the diverse
physiologic roles of PYY. Moreover, the concentrations of PYY
are variable in the circulation depending on the physiological
states: they are low during fasting and significantly increase after
meal consumption, reaching a plateau following 2 h post-
prandially.
In the current research, we used human PYY(1–36) instead of
PYY(3–36), since previous reports have shown the stimulation of
apo A-IV by PYY(1–36) in Caco-2/15 cells [46]. According to the
authors of this paper, only Y1 receptor mediated this stimulatory
effect following binding with the PYY (1–36) ligand given that the
other Y2 and Y5 receptors for PYY (3–36) seemed not operational
in view of their undetectable mRNAs in Caco-2/15 cells. In these
studies, the concentrations of PYY reached 200 nM in order to
obtain the stimulation of Apo A-IV. Additionally, the PYY (1–36)
was repeatedly used in studies associated with lipid metabolism in
the intestine [12,15,47]. Finally, in terms of cell differentiation,
maintenance of the intestinal epithelium and the regulation of
absorption in the intestine, investigators have largely turned to the
PYY (1–36), which has a high affinity for the receptor NPY1R
[48]. Accordingly, the presence of the receptor NPY1R has
already been noted in previous studies using intestinal Caco-2/15
cells. Taking into account the secretion of PYY from both apical
and basolateral compartments of the enterocytes [22,49], it
appeared important for us to determine the status of this receptor
both in apical and basolateral sides.
In the present work, PYY was used in the 50–200 nM range,
since numerous investigators reported plasma concentrations of
PYY in the range of pM to nM [50]. But these concentrations
could considerably be augmented following exercise and meal tests
[51,52]. Additionally, levels of PYY varied according to the
intestinal region and reached values of ,1000 pmol/g colonic or
rectal tissue [53,54]. Therefore, given these collective data, we do
not think that PYY was employed in high pharmacological doses
in our studies.
NPC1L1 has been identified at the surface of plasma membrane
as a critical protein in the exogenous cholesterol absorption [55]. It
transports cholesterol from the lumen into enterocytes where
intestinal ACAT-2 then converts cholesterol to CE that is packed
into CM. SR-BI and CD36 are also located on the brush border
membrane and can contribute to the absorption of cholesterol.
Our experiments showed an inhibition of cholesterol uptake with
the addition of PYY to the apical medium, which was confirmed
by NPC1L1 downregulation, but SR-BI and CD36 remained
unaffected. To approach the underlying mechanisms, we analyzed
the gene expression of specific transcription factors involved in
cholesterol homeostasis. We first examined PPARs that represent
a subgroup of the nuclear receptor superfamily, including
PPAR(a, b, c) heterodimerizing with the RXR and, upon ligand
binding, become transcriptionally active and control a series of
Figure 8. Effects of the administration of PYY (1–36) to the
apical or basolateral medium on the protein expression of
ACAT-2. Caco-2/15 cell line was cultured for 24 h in MEM described in
Figure 2. Western blot was used to analyze the protein expression of
ACAT-2. Values are means 6 SD for n= 3 separate experiments in each
group and are reported as percent. *P,0.01 vs. controls.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g008
Figure 9. Effects of the administration of PYY (1–36) to the
apical or basolateral medium on the protein expression of LDL-
receptor (LDL-R). Caco-2/15 cells were cultured for 24 h in MEM as
described in the legend of Figure 2. Western blot was used to analyse
the protein expression of LDL-R. Data represented means6 SD for n = 3
separate experiments in each group and are reported as % of control
values representing 100%.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g009
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[21,29,30,32–35,38] and from other groups have shown that
Caco-2/15 monolayers are fully appropriate for the study of lipid/
lipoprotein homeostasis. Importantly, when seeded on porous
filters (Transwell), Caco-2/15 cells allow access to both sides of the
bipolar intestinal epithelium. Therefore, we were able in the
present work to explore the regulation of cholesterol metabolism as
a function of PYY site delivery: apical and basolateral compart-
ments corresponding to intestinal lumen or serosal circulation,
respectively. As a prerequisite to our study, it was necessary for us
to demonstrate the presence of PYY receptor in Caco-2/15 cells
and its distribution on both sites (apical and basolateral
membrane), thus favouring binding of the ligand (PYY) and its
internalization [45]. Importantly, L cells in the intestinal
epithelium secrete PYY (1–36) into the lumen of the intestine
across the apical membrane and the blood circulation via the
basolateral membrane [22–24]. The presence of PYY in the apical
and basolateral membranes may be dependent on the type of
nutrient ingested and may serve to modulate the diverse
physiologic roles of PYY. Moreover, the concentrations of PYY
are variable in the circulation depending on the physiological
states: they are low during fasting and significantly increase after
meal consumption, reaching a plateau following 2 h post-
prandially.
In the current research, we used human PYY(1–36) instead of
PYY(3–36), since previous reports have shown the stimulation of
apo A-IV by PYY(1–36) in Caco-2/15 cells [46]. According to the
authors of this paper, only Y1 receptor mediated this stimulatory
effect following binding with the PYY (1–36) ligand given that the
other Y2 and Y5 receptors for PYY (3–36) seemed not operational
in view of their undetectable mRNAs in Caco-2/15 cells. In these
studies, the concentrations of PYY reached 200 nM in order to
obtain the stimulation of Apo A-IV. Additionally, the PYY (1–36)
was repeatedly used in studies associated with lipid metabolism in
the intestine [12,15,47]. Finally, in terms of cell differentiation,
maintenance of the intestinal epithelium and the regulation of
absorption in the intestine, investigators have largely turned to the
PYY (1–36), which has a high affinity for the receptor NPY1R
[48]. Accordingly, the presence of the receptor NPY1R has
already been noted in previous studies using intestinal Caco-2/15
cells. Taking into account the secretion of PYY from both apical
and basolateral compartments of the enterocytes [22,49], it
appeared important for us to determine the status of this receptor
both in apical and basolateral sides.
In the present work, PYY was used in the 50–200 nM range,
since numerous investigators reported plasma concentrations of
PYY in the range of pM to nM [50]. But these concentrations
could considerably be augmented following exercise and meal tests
[51,52]. Additionally, levels of PYY varied according to the
intestinal region and reached values of ,1000 pmol/g colonic or
rectal tissue [53,54]. Therefore, given these collective data, we do
not think that PYY was employed in high pharmacological doses
in our studies.
NPC1L1 has been identified at the surface of plasma membrane
as a critical protein in the exogenous cholesterol absorption [55]. It
transports cholesterol from the lumen into enterocytes where
intestinal ACAT-2 then converts cholesterol to CE that is packed
into CM. SR-BI and CD36 are also located on the brush border
membrane and can contribute to the absorption of cholesterol.
Our experiments showed an inhibition of cholesterol uptake with
the addition of PYY to the apical medium, which was confirmed
by NPC1L1 downregulation, but SR-BI and CD36 remained
unaffected. To approach the underlying mechanisms, we analyzed
the gene expression of specific transcription factors involved in
cholesterol homeostasis. We first examined PPARs that represent
a subgroup of the nuclear receptor superfamily, including
PPAR(a, b, c) heterodimerizing with the RXR and, upon ligand
binding, become transcriptionally active and control a series of
Figure 8. Effects of the administration of PYY (1–36) to the
apical or basolateral medium on the protein expression of
ACAT-2. Caco-2/15 cell line was cultured for 24 h in MEM described in
Figure 2. Western blot was used to analyze the protein expression of
ACAT-2. Values are means 6 SD for n= 3 separate experiments in each
group and are reported as percent. *P,0.01 vs. controls.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g008
Figure 9. Effects of the admini tration f PYY (1–36) o the
apical or basolateral medium on the protein expression of LDL-
receptor (LDL-R). Caco-2/15 cells were cultured for 24 h in MEM as
described in the legend of Figure 2. Western blot was used to analyse
the protein expression of LDL-R. Data represented means6 SD for n = 3
separate experiments in each group and are reported as % of control
values representing 100%.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g009
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genes of lipid and energy metabolism. Even if previous studies
showed that specific activation of PPARa and PPARb decreases
cholesterol absorption via an inhibitory effect on NPC1L1
expression in the proximal small intestine [56,57], no significant
differences were noted, in our study, in the gene expression of
apical PPARa and PPARc in contrast with a substantial decrease
in PPARb mRNA. These findings are not consistent with an
implication of PPARs in PYY-mediated NPC1L1 downregulation.
We then turned to LXRs that act as oxysterol sensors of
intracellular cholesterol homeostasis [58]. LXRs form obligate
heterodimers with RXRs, which activate their target genes by
binding to specific response elements (LXREs). Recently, it has
been revealed that LXRs seem to govern dietary cholesterol fate in
the enterocyte by downregulating apical absorption through
NPC1L1 [59]. Our data displaying no changes in LXRa,b and
decreased RXRa are not lining up with a possible involvement of
these transcription factors in PYY-mediated NPC1L1 down-
regulation. Finally, the upregulation of SREBP-2 gene expression
in response of PYY could not explain the reduction in cholesterol
transport and in NPC1L1 protein abundance. An important
direction to follow in next studies in order to detect the
mechanisms of action of PYY will consist in investigating the
formation of NPC1L1–flotillins-positive cholesterol-enriched
membrane microdomains. In fact, NPC1L1 performs the task of
apical cholesterol uptake by collaborating with flotillins to form
cholesterol-enriched membrane microdomains. Internalization of
these membrane microdomains brings a large amount of
cholesterol into the cells which might be a mechanism accounting
for high efficiency of cholesterol absorption [60].
In our studies, HMG-CoA R expression was found to be 3-fold
upregulated, but the cholesterol synthesized was only increased 1.2
fold in response to the PPY. In fact, HMG-CoAR can be regulated
through alterations of its quantity and/or of its catalytic efficiency.
In particular, mechanisms implicated in the regulation of HMG-
CoAR include the manipulation of enzyme quantity through
transcriptional [61,62] and post-transcriptional processes [63,64]
and enzyme degradation [65,66], as well as the alteration of
enzyme catalytic activity by membrane composition and fluidity
[67], by thiols [68], by microtubules [69], or by cytosolic lipid
inhibitors and their binding proteins [70]. It is, therefore, possible
that despite the increase in HMG-CoA-R mass, PYY may elicit
another regulatory mechanism, e.g. the reversible inactivation and
reactivation of HMG-CoA-R via its covalent phosphorylation and
dephosphorylation.
Interestingly, the addition of PYY to the basolateral medium
resulted in a significant decrease in the biogenesis of apo B-48, an
Figure 10. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on lipoproteins output. Differentiated Caco-
2/15 cells were cultured for 24 h in MEM containing 50 nM or 200 nM of PYY in their apical or basolateral medium, in the presence of [14C]-oleic acid
for 24 h. Thereafter, the media were ultracentrifuged to isolate lipoproteins at their specific densities. Radioactivity incorporated into each fractions
was further determined. Data were analyzed as dpm/mg of total protein but were reported as percent difference relative to control. Data represent
means 6 SD for n= 3 separate experiments in each group. * P,0.05 vs. controls. CM; Chylomicrons (A), VLDL; Very-low density lipoprotein (B), LDL;
low density lipoprotein (C) and HDL; high density lipoprotein (D).
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g010
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Figure 12 
Figure 11. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on the synthesis of apolipoproteins
(apo). Epithelial cells at 14 days post-confluence were incubated with [35S]-methionine in the presence of PYY (1–36) (50 or 200 nM) and unlabeled
oleic acid for 24 h to stimulate apo biogenesis. At the end of the labelling period, cells were washed, homogenized, and centrifuged. Supernatants
from the cell homogenates were then reacted with excess antibodies for 18 h at 4uC to precipitate specific apos. Immune complexes were washed
and analyzed by linear 4–15% SDS-PAGE. After electrophoresis, gels were sliced and counted for radioactivity. Data represent means 6 SD for n = 3
separate experiments in each group. Values are reported as % of control values representing 100%. *P,0.05 vs. controls.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g011
Figure 12. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on the protein expression of MTP. Caco-2/
15 cells were cultured for 24 h in MEM as described in the legend of Figure 2. Western blot was used to analyse the protein expression of MTP. Data
represent means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group and are reported as % of control values representing 100%. * P,0.05 vs. 50 nM
or 200 nM in apical side.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g012
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(apo). Epithelial cells at 14 days post-confluence were incubated with [35S]-methionine in the presence of PYY (1–36) (50 or 200 nM) and unlabeled
oleic acid for 24 h to stimulate apo biogenesis. At the end of the labelling period, cells were washed, homogenized, and centrifuged. Supernatants
from the cell homogenates were then reacted with excess antibodies for 18 h at 4uC to precipitate specific apos. Immune complexes were washed
and analyzed by linear 4–15% SDS-PAGE. After electrophoresis, gels were sliced and counted for radioactivity. Data represent means 6 SD for n = 3
separate experiments in each group. Values are reported as % of control values representing 100%. *P,0.05 vs. controls.
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Figure 12. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on the protein expression of MTP. Caco-2/
15 cells were cultured for 24 h in MEM as described in the legend of Figure 2. Western blot was used to analyse the protein expression of MTP. Data
represent means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group and are reported as % of control values representing 100%. * P,0.05 vs. 50 nM
or 200 nM in apical side.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g012
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essential protein in the assembly of TG-rich lipoprotein. A slight,
but significant, decrease was also observed in CM output. It is
generally accepted that the intracellular mechanism of TG-rich
lipoprotein assembly requires apo B synthesis and association. An
early step in this process is the cotranslational lipidation of apo B
that is transiently bound to the endoplasmic reticulum membrane
where it is folded. The addition of lipids stabilizes apo B-48 and
prevents its proteolytic degradation via the ubiquitin-dependent
proteasomal pathway [71,72]. It is therefore reasonable to suggest
that the defective synthesis of CM in Caco-2/15 cells, supple-
mented in their basolateral medium with PYY, is due to limited
apo B-48 protection from misfolding and degradation despite
MTP protein expression enhancement, which does not reflect
MTP activity or alternatively could not compensate for the
marked apo B-48 proteolytic degradation by the proteasome.
Finally, although the decrease of CM appears modest despite the
statistical significance, it is reasonable to propose that PYY can
affect the intestinal transport of lipids given the significant length
of the intestine and especially the perpetual postprandial state
characterizing nowadays the Western population, which is actually
subjected to abundant and frequent feeding.
This study shows interesting results in relation with the influence
of PYY on intestinal cholesterol metabolism. Previous reports
documented that binding of PYY to its receptors resulted in
inhibition of electrolyte secretion [49,73] via inhibition of cAMP
production [74] suggesting that PYY was likely to exert its effect
through an inhibition of adenylyl cyclase. At this time, we have no
evidence as to the role of cAMP in PYY-mediated regulation of
cholesterol metabolism. However, the present data point out that
PYY in the apical compartment can essentially decrease choles-
terol uptake through the downregulation of NPC1L1, while
basolateral PYY can reduce the output of CMs via a decrease in
apo B-48 biosynthesis. More in vivo and in vitro studies are
absolutely required to determine the specific endocrine and
paracrine mechanisms triggered by PYY for the regulation of
the transport of various nutrients.
Figure 13. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on RXR and LXR gene expression in Caco-
2/15 cells. PCR analysis was performed on Caco-2/15 cell line at 14 days post-confluence to analyze mRNA of RXRa (A), RXRb (B), LXRa (C), LXRb (D).
Values represent means 6 SD for n = 3 separate experiments in each group and are reported as % of control values representing 100%. *P,0.05 vs.
controls, **P,0.01 vs. controls.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g013
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Although the PYY receptor is more concentrated on the
basolateral membrane vs. the apical membrane, only the
administration of PYY apically was able to decrease cholesterol
uptake. This intriguing finding may be explained by distinct
intracellular signalling pathways or discrete regional regulation
at the two intestinal poles, triggered by the two PYY receptors
located on basolateral and apical membranes. In previous
studies, fasting PYY correlated negatively with plasma total
cholesterol, LDL-cholesterol and HDL-cholesterol in response to
bariatric surgery in severely obese patients [19] and overfeeding
in normal weight subjects [20]. Our data indicate for the first
time that PYY may act on the intestine to down-regulate
cholesterol absorption, which may influence cardiovascular risk
factors.
Although most early studies so far have been concerned by the
concept that factors secreted from the gut endocrine system
participate in the regulation of gastrointestinal functions, growing
evidence underlines their functions in metabolic pathways and in
the pathophysiology of various metabolic diseases, including
obesity, insulin resistance and diabetes, which lead to cardiovas-
cular diseases. Indeed, a great number of gastrointestinal peptides,
including PYY affect numerous organs while modulating energy
storage, lipolysis, body weight, appetite, satiety, b-cell preservation
and glucose metabolism [75]. Recently, it has been shown that the
gut plays a major role in glucose homeostasis via the regulation of
both insulin secretion and sensitivity [76–78], while bariatric
surgery likely influences several GI pathways in complementary
ways to improve glucose control and diabetes. Accordingly, the
Figure 14. Effects of the administration of PYY (1–36) to the apical or basolateral medium on PPAR and SREBP-2 gene expression in
Caco-2/15 cells. PCR analysis was performed on Caco-2/15 cell line at 14 days post-confluence to analyze mRNA of PPARa (A), PPARb (B), PPARc (C),
SREBP-2 (D). Values represent means 6 SD for n= 3 separate experiments in each group and are reported as percent difference relative to control. *
P,0.05 vs. controls, **P,0.01 vs. controls.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g014
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Figure 15 
  
selective activation of the neuropeptide Y receptor by PYY (3–36)
suppresses appetite, reduces acute food intake, causes body weight
loss and provides a promising approach to obesity management.
Therefore, the control of receptor Y by PYY becomes an attractive
mechanism for the therapeutic management of obesity and its
associated morbidities such as insulin resistance and diabetic
dyslipidemia. Limited studies are available on the effects of PYY
on cholesterol metabolism, but indirect evidence points to this
important issue. As an example, two obese women groups differed
from lean controls by showing lower plasma PYY (3–36) both
under basal conditions and after meal, and this was accompanied
by higher postprandial blood glucose and insulin levels, as well as
total cholesterol and LDL-cholesterol [79]. Furthermore, with the
sustained rise in GLP-1 and PYY levels, there was a decline in
glucose, insulin, total cholesterol, LDL-cholesterol, and triglycer-
ide levels [80]. In another investigation, long-term exercise
training displayed beneficial effects for overweight adolescents
with respect to the increase in PYY, decrease in TG and lowering
of total cholesterol and LDL-cholesterol although the changes of
the cholesterol variables did not reach statistical significance [81].
In another study, overfeeding significantly raised fasting PYY,
which was negatively correlated with the changes of total
cholesterol, HDL and LDL while being positively associated with
HDL cholesterol [20]. Altogether, the information obtained from
these research groups indicates an indirect link between PYY and
lipid (cholesterol and triglyceride) metabolism. As to the relation-
ship between PYY and cardiovascular diseases, various investiga-
tors reported that the beneficial effects of dietary feeding (e.g.
diminution of postprandial glycemia, lipidemia and insulinemia
along with the reduction of cardiovascular disease risks) could be
due to its actions on the levels of PYY among many peptides [82].
In addition, Hanusch-Enserer et al. concluded that, in restrictive
bariatric surgery, PYY correlates with major cardiovascular risk
factor and surrogate parameters of insulin secretion [19]. Finally,
according to Zwirska-Korczala et al., down-regulation of PYY
secretion may lead to progression of endothelial dysfunction and
may promote acceleration of atherosclerosis [51]. Nevertheless,
additional studies are needed to scrutinize this important aspect
and to evaluate cause-effect evidence of PYY and cardiovascular
risk factors.
However, it is important to note that, following binding with
PYY, Y1 receptors rapidly internalize through clathrin-coated pits
and recycle back to the plasma membrane [83,84]. It remains
unknown whether these internalized receptors enter a recycling
pathway leading to relocalization at the cell surface.
In summary, our data suggest that PYY may exert an impact on
intracellular lipid metabolism depending on the route of admin-
istration as well illustrated in Figure 15. Although it is known that,
following binding with PYY, Y1 receptors rapidly internalize
through clathrin-coated pits and recycle back to the plasma
membrane, no information is available to indicate whether
internalized PYY may be transferred from one membrane to
Figure 15. Integrative scheme documenting the asymmetrical regulation of lipid transport by apical and basolateral PYY stimuli
using differentiated, polarized Caco-2/15 cells.
doi:10.1371/journal.pone.0040992.g015
PYY and Intestinal Lipid Transport
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ABSTRACT  
 
Since the role of AMPK in regulating energy storage and depletion remains 
unexplored in the intestine, the aim of this study was to define its status, composition, 
regulation and lipid function in Caco-2/15 cells, as well as to examine the impact of 
systemic insulin resistance (IR) and type 2 diabetes (T2D) on intestinal AMPK activation, 
insulin sensitivity and lipid handling in the nutritional diabetes Psammomys obesus animal 
model. Our data showed the presence of all AMPK subunits (α1/α2/β1/β2/γ1/γ2/γ3) in 
Caco-2/15 cells with a marked difference in their abundance, but with a predominance of 
AMPKα1 and the prevalence of α1/β2/γ1 heterotrimer. AMPK was activated by AICAR 
and metformin, resulting in increased phosphorylation of the downstream target AcetylCoA 
carboxylases (ACC) and no influence on HMG-CoA reductase. Reciprocally, down-
regulation of AMPK phosphorylation by Compound C and high glucose lowered ACC 
activity without affecting HMG-CoA reductase. Administration of metformin to 
Psammomys obesus with IR and T2D led to (a) an upregulation of intestinal AMPK 
signalling pathway essentially typified by ascending AMPKα-Thr172 phosphorylation; (b) 
a reduction in ACC activity; (c) an elevation in the gene and protein expression of CPT1, 
supporting a stimulation of β-oxidation; (d) a trend of increase in insulin sensitivity 
portrayed by augmentation of Akt and GSK3β phosphorylation; (e) an inactivation of the 
stress-responsive p38-MAPK and /ERK1/2 exemplified by their phosphorylation lessening; 
and (f) a decrease in diabetic dyslipidemia following lowering  of intracellular events that 
govern lipoprotein assembly. These data suggest that AMPK fulfills key functions in 
metabolic processes in the small intestine.  
 
Key words: AMPK, intestine, lipid synthesis, lipoprotein production, apolipoprotein 
biogenesis, insulin signalling, metformin, diabetes, Psammomys obesus. 
 
	  	  
	  
167
INTRODUCTION 
Mammalian 5' AMP-activated protein kinase (AMPK) is a serine/threonine protein 
kinase that acts as a sensor of cellular energy homeostasis. It is expressed as a heterotrimer 
consisting of one catalytic α subunit and two regulatory subunits (β, γ). The subunits α and 
β are each encoded by two genes (α1/α2; β1/β2) while the γ subunit by three genes 
(γ1/γ2/γ3), yielding 12 possible heterotrimeric complexes, which provide a molecular basis 
for the multiple roles of the highly conserved AMPK signalling system in nutrient 
regulation and utilization in mammalian cells (1). The different complexes confer tissue 
specificity. Surprisingly, little information is available about the specific AMPK complex 
composition in the small intestine, an organ highly involved in nutrient transport and 
metabolism. 
The control of AMPK activity is complex and the classic view is that AMPK is 
activated allosterically by an increase in the intracellular AMP/ATP ratio and/or by the 
phosphorylated-AMPK-Thr172 within the α subunit. The enzyme is activated in response 
to intracellular stresses, leading to increased AMP/ATP ratios, and hormones that regulate 
whole-body energy metabolism (2,3). AMPK is also activated by powerful glucose 
lowering drugs such as 5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-4-ribofuranoside (AICAR) 
and metformin (4,5). Activation of AMPK leads to phosphorylation of multiple 
downstream targets that restore energy imbalances. In particular, AMPK attenuates 
lipogenesis in organs such as the liver and muscle, through phosphorylation and inhibition 
of acetyl-CoA carboxylases (ACC), resulting in lower malonyl-CoA levels and, thus, 
promoting mitochondrial β-oxidation while simultaneously suppressing fatty acid synthesis 
(6). The cholesterol de novo synthesis is controlled by AMPK as well through 
phosphorylation and inhibition of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) 
reductase (6). Currently, the AMPK subunit profile as well as the AMPK phosphorylation 
degree, activity and role in the small intestine in normal and pathophysiological conditions 
are unresolved. 
	  	  
	  
168
The huge interest in AMPK has been generated due to both acute and chronic 
effects on glucose and lipid metabolism through phosphorylation of key protein substrates, 
but above all because of the associations between the metabolic syndrome and the 
pathways that are regulated by AMPK at the cellular level. Previous studies have suggested 
that AMPK signalling may be suppressed with obesity and that therapeutic activation of 
AMPK may therefore be beneficial (7-9). At present, AMPK system appears as a major 
player in the development and/or treatment of type 2 diabetes (T2D), which has 
considerably increased in modern industrialized societies. Importantly, AMPK activation 
has been shown to improve skeletal muscle and liver insulin sensitivity through distinct 
mechanisms. The central question is how this explosion in knowledge applies to the 
intestinal system (10,11). Even if AMPK’s importance in controlling lipid metabolism in 
skeletal muscle and liver has been well established (12-14), its role in regulating energy 
storage and depletion in enterocytes remains unexplored. In fact, little attention has been 
paid to the gastrointestinal tract, the first system to face nutrients, and particularly to the 
small intestine, an organ closely associated with diabetic postprandial dyslipidemia (15,16). 
Since little is known to date about the status of AMPK in the intestine, we devoted 
multiple efforts towards defining its structure, activation and regulation using intestinal 
Caco-2/15 cells. Furthermore, to clarify the metabolic role of AMPK, experiments were 
performed to test how ablation of this enzyme by genetic manipulation in this intestinal cell 
model impacted on intracellular insulin signalling and lipid homeostasis. Finally, to figure 
out the status of intestinal AMPK in insulin resistance (IR) and T2D, we employed the 
Psammomys obesus (P. obesus) sand rat, a unique model of metabolic syndrome, and 
appraised the effects of metformin.  
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MATERIAL AND METHODS 
 
Cell culture 
The human epithelial colorectal adenocarcinoma Caco-2/15 cell line was employed 
as previously described in our numerous studies (17-20). Briefly, Caco-2/15 cells were 
grown at 37°C with 5% CO2 in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Wisent Bicocenter, 
CA) containing 1% penicillin-streptomycin and 1% MEM nonessential amino acids 
(Wisent Bicocenter, CA) 1% sodium pyruvate (Sigma Aldrich INC.), 1% glutamax 
(GIBCO BRL), and supplemented with 10% decomplemented fetal bovine serum (Flow, 
McLean, VA). For experiments, cells were plated at a density of 1X106 cells/well on six-
well polycarbonate Transwell filter inserts plates (Costar, Cambridge, MA), permitting 
separate access to the upper and lower compartments of the monolayer. Cells were cultured 
for 21 days to fully differentiate for optimal lipid synthesis (21,22). The medium was 
refreshed every 48h. 
 
Disruption of AMPKα1 gene expression by shRNA 
Exponentially growing Caco-2 cells were transfected either with the pGIPZ non-
silencing (scramble) lentiviral shRNAmir vector (V2LHS_57699) or the pGIPZ vector 
harbouring shRNAmir expression cassette against AMPK-α1 (V3LHS_348528) (Open 
Biosystems). Knockdown of AMPK-α1 was measured by RT-PCR and western blot. 
Forward primer AGGAAGAATCCTGTGACAAGCAC and reverse primer 
CCGATCTCTGTGGAGTAGCAGT were used for gene modification. 
 
Animals 
P. obesus gerbils (2.5–3.5 months old) from the Hebrew University colonies were 
obtained from Harlan (Jerusalem, Israel). They were housed in individual polypropylene 
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cages in a temperature-controlled room with a 12-h light-dark cycle when water and food 
were supplied ad libitum as described previously (22-26). Metformin (300 mg/kg daily) 
was dissolved in drinking water and administered orally for 3 weeks. Metformin 
concentrations in water were readjusted twice a week after measuring daily water intake. 
The untreated animals received drinking water without metformin ad libitum. In order to 
test the direct involvement of AMPK in these experiments, 3 days before sacrifice, the 
animals on Metformin treatment were injected with 50 nM Compound C, a powerful 
inhibitor of AMPK. All experimental procedures performed in the study were authorized by 
the Institutional Animal Care Committee. 
 
Intestinal organ culture 
De novo intestinal lipid transport was performed as described in details previously 
(25). Briefly, the jejunum from P. obesus was washed and cut into explants, which were 
transferred onto lens paper, with the mucosal side facing up in each organ culture dish 
according to our techniques (18,27). After a 30-min stabilization period, the medium was 
replaced with fresh one containing a ﬁnal amount of 1.0µmol/ml unlabeled oleic acid with 
0.5µCi of [14C]-oleic acid in a micellar mixture (6.6 mM sodium taurocholate, 1 mM oleic 
acid, 0.5 mM mono-olein, 0.1 mM cholesterol, and 0.6 mM phosphatidylcholine) (28). 
Intestinal explants from P. obesus were cultured for 3 h. After this incubation period, tissue 
integrity was conﬁrmed by morphological (lighted electron microscopy) and biochemical 
(sucrase activity) studies. 
 
Miscellaneous techniques 
All the biochemical methods were described in the Supplementary data. 
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Statistical analysis 
Statistical analyses of data were performed with Prism 4.03 software (GraphPad 
Software). All values were expressed as the mean ± SEM. The data were evaluated by two-
tailed To assess differences in the parameters studied, data were statistically analysed by 
ANOVA. Differences between mean values were evaluated by Student’s two tailed t-test. A 
P value <0.05 was considered statistically significant. 
  
RESULTS 
 
Identification of the subunits of the major AMPK heterotrimeric complex 
Since AMPK exists in most of the tissues as a heterotrimeric complex that confers 
different properties and shows relative tissue specificity, we first identified the composition 
of the major AMPK isoforms (α, β, γ) in intestinal Caco-2/15 cells. Although RT-PCR 
analyses revealed the presence of the seven isoforms (α1, α2, β1, β2, γ1, γ2 and γ3), the 
predominant subunits were α1, β2 and γ1 (Supplementary Fig. 1A). The data were 
validated by Western blot (Supplementary Fig. 1B). In order to determine the direct 
interactions of the catalytic subunits (α) with the two regulatory subunits (β and γ), the co-
immunoprecipitation technique was employed. This experimental approach allowed us to 
show a more intense cooperation between α1, β2 and γ1 whereas α2 showed more affinity 
for β1 and γ3 (Supplementary Fig. 1C). Interestingly, differences were noted between 
differentiated and non-differentiated Caco-2/15 cells: the gene expression of AMPK 
isoforms α1, β2 and γ1 was higher in differentiated than counterparts in non-differentiated 
Caco-2/15 cells (data not shown), suggesting a distinct regulation of AMPK in mature and 
immature cells. 
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Pharmacological modulation of AMPK  
AMPK stimulation appears to be a fundamental process of the response of many 
cell types to various stresses. However, AMPK can intensively be phosphorylated and 
activated in various tissues by the powerful pharmacological agent AICAR. Given the 
paucity of information in the small intestine, we evaluated the potential of AICAR to act on 
AMPK in Caco-2/15 cells. As shown in Figure 1A, treatment of Caco-2/15 cells with 
AICAR induced a dose-dependent phosphorylation of AMPK-Thr172. As no cytotoxicity 
was noted with high concentrations of AICAR using MTT (3-[4,5-diméthylthiazol-2yl]-
2,5-diphényltétrazolium bromide) test (data not shown) and cell differentiation markers, we 
selected 8 mM to ensure maximal effects on AMPK phosphorylation. With this 
concentration, AMPK phosphorylation was maximally higher 3h after AICAR addition to 
Caco-2/15 cells before returning to baseline values at 8h (Fig. 1B). Under the same 
conditions, we could observe a 2-fold phosphorylation rise in ACC (Fig. 1C) but not in 
HMG-CoA reductase (Fig. 1D), two known substrates of AMPK.  
Thereafter, we turned to metformin, the most used anti-diabetic agent worldwide. 
When a dose-dependent curve from 0,1 mM to 4 mM during 3h was assessed, a 10-fold 
increase was observed in AMPK phosphorylation in the range of 0,1-0,5 mM (data not 
shown), as exemplified by the concentration of 0,5 mM metformin (Fig. 1E), which 
induced a strong stimulation of ACC phosphorylation (5-fold) (Fig. 1F) with no significant 
effect on HMG CoA-R phosphorylation (Fig. 1G). On the other hand, as reported by 
available literature in different types of cells, Compound C at a 40 µM caused an inhibition 
of AMPK phosphorylation in a time course experiment (data not shown). The inhibition 
effect (50%) of Compound C on AMPK phosphorylation was detectable as early as the first 
hour of cell incubation (data not shown), deepened at 3h (90%) (Fig. 2A) and maintained 
this level for 24 hours (data not shown). As a consequence, a reduction of ACC 
phosphorylation (Fig. 2B) was noted but once again HMG-CoA reductase was unaffected 
(Fig. 2C).  
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Regulation of AMPK by glucose 
Regulation of AMPK by physiological and high glucose concentrations was 
assessed. A significant reduction in AMPK phosphorylation resulted following treatment of 
the intestinal Caco-2/15 cells with 5 and 25 mM of glucose compared to medium without 
glucose (Fig. 2D) at 4h since this period of time was amply sufficient to modulate AMPK 
activation (Fig. 2E). Similarly, a substantial decrease was noticed in ACC phosphorylation 
(Fig. 2F) with the addition of glucose to the medium, but HMG-CoA reductase 
phosphorylation remained without significant effects at 5 mM and diminished only at 25 
mM of glucose (Fig. 2G). 
 
Lentiviral knock-down of AMPKα1 in Caco-2/15 cells and impact on AMPK target 
proteins. 
To define the specific role of AMPK, stable Caco-2/15 cells with AMPKα1 
knockdown were established using shRNA constructs targeting AMPKα1 encoding mRNA. 
AMPKα1 expression was measured in the selected clones, cultured on 6 wells plate, 10 
days after their differentiation, and compared with noncoding shRNA vector control cells. 
A significant reduction in gene expression (≈80%) was noted in AMPKα1 shRNA-infected 
cells compared with control PLKO cells infected with empty vector as measured by RT-
PCR (Fig. 3A). The inhibition of AMPKα1 protein expression (≈80%) by transduction with 
shRNA was confirmed by Western Blot analysis when compared with PLKO (Fig. 3B). In 
these conditions, there was a decline in AMPK phosphorylation (Fig. 3C), Furthermore, 
AMPKα1 knockdown reduced by 60% ACC phosphorylation (Fig. 3D), suggesting an 
enhancement of ACC activity, but did not result in alterations in HMG-CoA reductase 
phosphorylation (Fig. 3E). Interestingly, the residual AMPK responded to activation by 
AICAR and inhibition with glucose and Compound C as noted in Figure 3F. 
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Intestinal AMPKα/ACC signaling pathway in Psammomys obesus   
We subsequently focused on the influence of IR and T2D on AMPKα activation 
status in the small intestine in association with the main cellular insulin signaling pathways, 
which are responsible for the uptake, utilization and secretion of several metabolic 
products. We first assessed the effects of IR and T2D on the gene expression of AMPKα1 
and AMPKα2 using RT-PCR. A predominance was noted in AMPKα1 relatively to 
AMPKα2 in the jejunum (data not shown), but both isoforms were significantly reduced by 
the IR and diabetes conditions compared to the healthy P. obesus animals (Figs. 4A, 4B). 
Then, we examined the protein expression of the catalytic AMPKα by Western blotting and 
found it markedly decreased in the jejunum of animals with IR and TD2 (Fig. 4C). 
Evaluation of the phosphorylation state of the AMPKα was then undertaken using a 
specific antiphospho-Thr-172 AMPK antibody. As shown in Figure 4D, phosphorylation of 
AMPKα at Thr-172 followed the same trend of decline in the two experimental P. obesus 
groups compared to controls. When the ratio of phosphorylated AMPKα to total AMPKα 
was calculated, it was significantly decreased in the jejunum from animals with IR with 
only a falling trend in diabetic animals (Fig. 4E).  
We next determined how the decrease in phosphorylation and protein content in 
AMPK impacts on the intestinal ACC, its principal substrate, which catalyzes the 
carboxylation of acetyl-CoA to form malonyl-CoA, and represents the key enzyme in the 
control of intracellular FA metabolism (29,30). Our data showed a significant decrease in 
the ACC-Ser79 phosphorylation without any substantial changes in the protein content in 
the jejunal segment of the two experimental P. obesus groups compared to controls (Figs. 
5A, 5B). Therefore, when the ratio of phosphorylated ACC to total ACC was calculated, it 
was significantly reduced in IR and T2D compared to controls, indicating enhanced ACC 
activity (Fig. 5C). Accordingly, the fatty acid synthase protein expression increases in 
intestinal diabetic animal groups compared to controls (data not shown). Since lessening of 
AMPK activity may also result in a decline in fatty acid catabolism, we investigated CPT1, 
the rate limiting enzyme for β-oxidation of fatty acid. A substantial decrease was noted in 
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intestinal CPT1 mRNA abundance (Fig. 5D) and protein mass (Fig. 5E) of P. obesus 
animals with IR and T2D. 
Given the positive relationship between AMPK and insulin sensitivity, we reasoned 
that the attenuation in AMPK activation in IR and T2D conditions may be linked to 
derangements in insulin signalling at the level of the jejunum. Therefore, we determined 
whether the intestine from animals with IR and T2D differed from control P. obesus with 
regard to their abundance and phosphorylation of the instrumental proteins Akt, p38-
MAPK and ERK1/2. Our results showed a trend of decrease in Akt-Ser473 phosphorylation 
without significant changes in Akt protein mass in the jejunum (Fig. 6A) of IR and T2D 
animals compared to control group. On the other hand, our findings revealed a rise in the 
degree of p38-MAPK and ERK1/2 phosphorylation in IR and T2D animals even though 
their protein mass remained unchanged (data not shown), thereby resulting in higher ratios 
of p38-(Thr180/Tyr182)/p38 protein (Fig. 6B) and phosphorylated-ERK1/2/ERK1/2 
protein (Fig.6C). Overall, our data indicate an insulin signal dysfunction in link with 
unaccented AMPK phosphorylation. 
We also examined the impact of the subtle decrease in Akt phosphorylation on 
activity of GSK3, an important Akt substrate in the insulin signalling pathway. In fact, 
mammals express two isoforms, GSK3α and GSK3β, which share similar kinase domains 
but differ considerably in their termini. Inactivation of GSK3β appears to be the major 
route by which insulin activates glycogen synthesis (31,32). We, therefore, quantified 
GSK3β (Fig. 6D) as well as its phosphorylation (Fig. 6E) extent in the intestine of P. 
obesus. P-GSK3β was found decreased and resulted in a reduced phosphorylated GSK3β-
Ser9 /GSK3β ratio in the jejunum of IR and T2D animals compared to controls (Fig. 6F). 
In order to gain more insight into the specific contribution of AMPK to insulin 
signalling and lipid homeostasis, we treated insulin resistant and diabetic P. obesus with 
metformin, one of the best AMPK activating drugs. We noted an improvement in systemic 
glycaemia, hyperinsulinemia, triglyceridemia and cholesterolemia (Table 1). At the 
jejunum level, metformin treatment improved AMPK phosphorylation (Supplementary Fig. 
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2A) and insulin sensitivity as indicated by the increased phosphorylation of Akt 
(Supplementary Fig. 2B) and decreased phosphorylation of p38-MAPK (Supplementary 
Fig. 2C) and ERK1/2 (Fig. Supplementary Fig. 2D) in IR and T2D groups compared with 
controls. Since the main biological effect of AMPK is to downregulate fatty acid 
lipogenesis, we examined ACC whose activity was inhibited by metformin (Supplementary 
Fig. 3A). Conversely, the stimulation of CPT1 activity was recorded (Supplementary Fig. 
3B). In the same line, metformin treatment was able to lower lipid esterification of the 
major lipid classes (e.g. triglycerides (TG), phospholipids and cholesteryl esters) in cells 
(Supplementary Fig. 4) and media (Fig. 7A), to lessen apolipoprotein (apo) B-48 biogenesis 
(Fig. 7B) and to diminish TG-rich lipoprotein production (Fig. 7B) via downregulation of 
Sar1B GTPase (Fig. 7C), and enzymatic markers: MGAT, DGAT, and MTP (Fig. 7D). 
Taken together, these findings indicate that metformin attenuates IR-induced harmful 
effects by activating AMPK and controlling lipid metabolism. To investigate the beneficial 
involvement of AMPK in the metformin-mediated lipid changes, P. obesus animals on 
metformin treatment were daily injected with Compound C (50 nM) 3 days before sacrifice. 
As documented in Supplementary Table 1 the favorable effects of metformin on AMPK, 
lipids, apo B-48, MTP and Sa1B GTPase were lightened by Compound C administration. 
  
DISCUSSION 
 
Native AMPK is a α/β/γ heterotrimer with multiple subunit isoforms encoded by 
seven genes (α1, α2, β1, β2, γ1, γ2, γ3) allowing for up to 12 possible heterotrimeric 
combinations, which provide a molecular basis for the multiple roles of the highly 
conserved AMPK signalling system in nutrient regulation and utilization in mammalian 
cells (1). For example, in human skeletal muscle, the α2/β2/γ3 heterotrimer has been 
identified as the AMPK complex that is primarily activated by exercise, whereas the 
activities of complexes containing the α1 catalytic subunit remain unchanged (33). On the 
other hand, in the liver, the α1 and a2 isoform accounts each for the half of the enzyme 
	  	  
	  
177
activity and are predominantly associated with the β1 subunit (34). The α/β/γ combinations 
are worth investigating, since they confer different properties to the AMPK complexes and 
serve several roles within a given tissue. Our experiments indicate that the prevailing 
catalytic subunit of AMPK complex in the enterocyte is α1, and its preferential associated 
regulatory partners are β2 and γ1. This is the first demonstration for the ‘’signature’’ of the 
AMPK trimeric complex in the small intestine. Given that combination of α/β/γ subunits 
confer different properties to the AMPK complexes through differences in subcellular 
localization and signalling functions (35), the tissue-specific subunit composition of the 
enterocytes may be important to determine a specialized cellular and systemic response to 
different metabolic stresses.  
To study the regulation of AMPK in Caco-2/15 intestinal cells, several activators or 
inhibitors were used. AICAR was able to stimulate AMPK whereas Compound C 
demonstrated its inhibitory actions. As expected from these data, AMPK phosphorylated its 
ACC target in enterocytes according to the chemical agent stimulus, but was curiously 
unable to act on HMG-CoA reductase. Although the modulation of HMG-CoA reductase 
by phosphorylation-dephosphorylation has been well established in various tissues, 
divergent data were reported for the intestine that has a potent capability to synthesize 
cholesterol and plays an important role in cholesterol and lipoprotein metabolism. In fact, 
Field et al. failed to inactivate intestinal microsomal HMG-CoA reductase by Mg2+-ATP 
(36) while others showed that intestinal reductase might be sensitive to regulation by the 
phosphorylation/dephosphorylation mechanism (37). Our data clearly indicate that HMG-
CoA reductase in Caco-2/15 did not respond to AMPK. 
Due to its role in maintaining energy balance, a dysfunction in AMPK signaling 
pathway may result in perturbations at the systemic level that contribute to development of 
metabolic disorders. In support, there is a strong correlation between low AMPK activation 
state, mainly due to over-nutrition and lack of exercise, and metabolic disorders such as IR 
(38). However, little work has been done on the relationship between AMPK and insulin 
sensitivity via a scrutiny of insulin cascade signaling. This aspect was particularly 
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examined in the small intestine of P. obesus, which showed alterations in several 
components of the insulin receptor signalling pathways. Indeed, a decrease in PI3K (data 
not shown), a trend of drop in Akt phosphorylation and a rise in p38 and ERK1/2 
characterized the jejunum of animals with IR and T2D, suggesting a reduced insulin 
sensitivity in the jejunum of insulin resistant and diabetic animals since defects in PI3K/Akt 
signalling have been implicated in IR (39) and T2D (40). The activation of this pathway is 
initiated at the plasma membrane, where phosphatidylinositol (40,41) trisphosphate 
[PI(3,4,5)P3], generated by PI3K recruits Akt to the membrane for phosphorylation and 
activation, which allows it to adopt an active conformation and proceeds to phosphorylate a 
variety of protein substrates involved in insulin signalling and diverse cellular processes. 
Therefore, concomitantly to the reduced activation of jejunal AMPK in P. obesus, a marked 
decrease was noticed in PI3K that plays a pivotal role for the metabolic effects of insulin, 
with a trend of drop on Akt, however sufficient to lessen phosphorylation of GSK3. 
Importantly, the coupling of Akt and GSK3 leads to inverse changes in their activities: 
when Akt activity is high, GSK3 is maintained in a serine-phosphorylated, inhibited state, 
whereas decreases in Akt activity lead to dephosphorylation and activation of GSK3 (42). 
Herein we report a decrease in Akt and GSK3β phosphorylation, which may represent an 
important signaling pathway in the intestine of P. obesus with IR and T2D. Particularly, the 
decline in GSK3β phosphorylation may impact on the intracellular lipid metabolism, since 
elevated GSK3 phosphorylation promotes proteasomal degradation of SREBP, a 
transcription factor that turns on the expression of genes involved in lipid biosynthesis (43). 
In fact, the protein expression of SREBP was higher in the small intestine of insulin 
resistant and diabetic P. obesus animals compared to controls (data not shown) and 
coincided with abnormal lipid synthesis, apo B-48 biogenesis and TG-rich lipoprotein 
production.  
Since metformin is a powerful activator of AMPK, we anticipated that its 
administration to P. obesus may restore the aforementioned intestinal abnormalities in 
insulin signalling, lipid homeostasis and lipoprotein metabolism. Such an experimental 
approach can help us identify for example the crosstalk between AMPK and insulin 
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signalling in the enterocyte. Our hypothesis proved true in view of the beneficial effects of 
metformin on restoration of AMPK activation, improvement of systemic IR, amelioration 
of enterocyte insulin sensitivity, and restitution of lipid/lipoprotein homeostasis. Although 
numerous studies have provided evidence directly linking metformin to AMPK signalling 
pathway for the various metabolic effects, mounting evidence suggests that other AMPK-
independent mechanisms are involved, including the mitochondrial machinery. Therefore, 
to uncover the direct effects of AMPK, we treated the P. obesus animals with Compound 
C, and intestinal lipoprotein assembly was reevaluated. Our data clearly showed that 
inhibition of AMPK by Compound C attenuated the favorable effects of metformin, thereby 
suggesting AMPK involvement. Therefore, conserving AMPK activity at normal levels can 
preserve from harmful effects on lipid homeostasis. 
In conclusion, our experiments provide strong biochemical evidence that AMPK has 
its proper signature and responds to established pharmacological agents in the Caco-2/15 
cell line, a remarkable intestinal model. Insulin resistance and diabetes alter AMPK 
phosphorylation in the small intestine, which impacts on key target proteins controlling 
metabolic pathways of insulin signalling, fatty acid oxidation and lipid/lipoprotein 
synthesis in the P. obesus, a unique polygenic animal model for obesity and nutritionally 
induced T2D, which has been studied extensively in our laboratory. Restoration of AMPK 
activity with metformin alleviated various aforementioned abnormalities, particularly those 
related to dysregulation of lipid homeostasis as highlighted by Compound C, a powerful 
AMPK inhibitor. Therefore, our studies showed that the salutary effects of metformin on 
the elevated lipids associated with insulin-resistant and diabetic states depend on AMPK 
and start in the gastrointestinal tract, the first system to face obesogenic nutrients and anti-
diabetic drugs, to be closely associated with diabetic postprandial lipemia and diet-induced 
intestinal oxidative stress and inflammation, which represent significant mediators for the 
development of obesity and IR. 
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Table 1: Effects of metformin on body weight and plasma lipid parameters in 
Psammomys obesus 
 Controls Type 2 diabetes Type 2 diabetes + metformin 
Body weight (g) 176 ± 6 221 ± 8* 188 ± 7& 
Glucose (mM) 5,1 ± 0,3 17,5 ± 1,4** 10,3 ± 1,2& 
Insulin (pM) 49,6 ± 5,8 3484,9 ± 604,7** 1626,1 ± 229,0& 
Triglycerides (mM) 0,69 ± 0,06 1,82 ± 0,16** 0,91 ± 0,11& 
Cholesterol (mM) 1,64 ± 0,08 2,61 ± 0,12** 2,12 ± 0,13& 
*P<0,05, **P<0,01 vs Controls ; &P<0,05 vs diabetic animals. 
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1 Effects of AICAR and Metformin on AMPK phosphorylation and 
impact on its substrates in differentiated Caco-2/15 cells. AMPK 
activation was estimated as a function of concentrations of AICAR (A) and 
incubation time (B). With the best conditions obtained, we evaluated the 
effects of AICAR (8 mM and 3h) and metformin (0.5 mM and 3h) on 
AMPK (E) ACC (C, F) and HMG-CoA reductase (D, G), respectively. 
Protein mass and phosphorylation were examined by SDS-PAGE and 
Western Blot. Values are expressed as means ± SEM for three independent 
experiments performed in triplicates. *P<0.05; **P<0.001; ***P<0.0001 vs. 
controls. 
Figure 2 Effects of Compound C and glucose on AMPK and substrates 
phosphorylation in differentiated Caco-2/15 cells. The optimal incubation 
period and concentration were determined for Compound C (40 µM and 1h). 
Under these conditions, we determined the effects of Compound C on 
AMPK (A), ACC (B) and HMG-CoA reductase (C). Furthermore, activation 
of AMPK was estimated as a function of physiological (5 mM) and 
supraphysiological (25 mM) concentrations of glucose (D), and incubation 
periods (E). Under these conditions, we determined the effects of glucose on 
ACC (F) and HMG-CoA reductase (G). Protein mass and phosphorylation 
were examined by SDS-PAGE and Western Blot. Values are expressed as 
means ± SEM for three independent experiments performed in triplicates. 
*P<0.05; **P<0.001; ***P<0.0001 vs. Controls. 
Figure 3 Effects of pharmacological agents and knockdown on AMPK activation 
in differentiated Caco-2/15 cells. Exponentially growing Caco-2/15 cells 
were transfected either with the pGIPZ non-silencing (scramble) lentiviral 
shRNAmir vector (V2LHS_57699) or the pGIPZ vector harbouring 
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shRNAmir expression cassette against AMPK-α1 (V3LHS_348528) as 
described in Materials and Methods. Knockdown of AMPK-α1 was 
measured by RT-PCR (A) and Western blot (B). Protein mass and 
phosphorylation of AMPK at Thr172 (p-AMPK) (C), ACC at Ser79 (p-
ACC) (D) and HMG-CoA reductase at Ser872 (p-HMG-COA-R) (E) were 
examined by SDS-PAGE and Western Blot in normal (PLKO) and 
genetically modified Caco-2/15 cells for AMPKα1 (AMPKα1-/-). In a 
second step, phosphorylation of AMPK was evaluated in the presence of 
AICAR (8mM), high glucose (HG, 25 mM) and Compound C (CC, 40 µM) 
in Caco-2/15 cells depleted of AMPKα1 (F). 
Values are expressed as means ± SEM for three independent experiments 
performed in triplicates. *P<0.05, ***P<0.0001 vs. PLKO (Controls). 
Figure 4 AMPKα1 and AMPKα2 gene expression, and protein and 
phosphorylation levels of AMPK in intestinal Psammomys obesus 
animals. cDNA was synthesized from total RNA extracted from jejunal 
specimens. Quantitative Real-time PCRs were performed using Quantitect 
SYBR Green kit and primer targeting gene sequences of AMPKα1, 
AMPKα2 and GAPDH (housekeeping gene). All results were normalized to 
GAPDH, and fold-changes were calculated using 2-ΔΔCT method.  
Following homogenization of jejunal specimens, proteins from the 3 animal 
groups were run on SDS-PAGE and immunoblotted against AMPKα and (C) 
AMPKα-Thr172 phosphorylation (D), followed by the the calculation of the 
ratio of phosphorylated AMPKα to total AMPKα (E). Data are expressed as 
means ± SEM for control (CTR; n = 11), insulin resistant (IR; n = 8/group) 
and diabetic (T2D; n=8) animals. *P<0.05, **P<0.001 vs Controls.  
Figure 5 ACC and CPT1 expressions in Psammomys obesus animals. Following 
homogenization of jejunal specimens, proteins from the 3 animal groups 
were run on SDS-PAGE and immunoblotted against ACC (A) and p-ACC-
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Ser79 (B), followed by the the calculation of the ratio of p-ACC to total 
ACC (C), and determination of CPT1 (E) and β-actin. In the other hand, 
cDNA was synthesized from total RNA extracted from jejunal specimens. 
Quantitative Real-time PCRs were performed using Quantitect SYBR Green 
kit and primer targeting sequences of CPT1 and GAPDH (housekeeping 
gene) (D). Data are expressed as means ± SEM for control (CTR; n = 11), 
insulin resistant (IR; n = 8) and diabetic (T2D) animals (n=8/group). 
*P<0.05; **P<0.001;***P<0.0001 vs Controls; #P<0.05 vs Insulin Resistant 
animals.  
Figure 6 Insulin resistance biomarkers and their phosphorylated protein forms 
in Psammomys obesus animals. Data are expressed as means ± SEM for 
control (CTR; n = 11), insulin resistant (IR; n = 8) and diabetic (T2D) 
animals (n=8/group). Following homogenization of jejunal specimens, 
proteins from the 3 animal groups were run on SDS-PAGE and 
immunoblotted against p-Akt-Ser473(A), p-p38 MAPK-(Thr180/Tyr182) 
(B) and p-ERK1/2 (C), GSK3β (D), p-GSK3β-Ser9 (E), as well as against 
their corresponding proteins to calculate the ratio. Data are expressed as 
means ± SEM for control (CTR; n = 11), insulin resistant (IR; n = 8) and 
diabetic (T2D; n=8) animals. **P<0.001;***P<0.0001 vs Controls. 
Figure 7 Effect of metformin on de novo lipid synthesis, apo B biogenesis, TG-
rich lipoprotein secretion and key proteins in lipoprotein assembly 
(MGAT, DGAT, Sar1B, MTP, GTPase) in the intestine of diabetic 
Psammomys obesus. Jejunal explants from the different groups were 
incubated with [14C]-oleic acid substrate for 3h. Lipids (TG, PL, CE) in 
media (A) were then extracted with chloroform/methanol (2:1, vol/vol) 
isolated by TLC and quantitated. On the other hand, jejunal explants were 
incubated for 3h either with [14C]-oleic acid or methionine-free medium 
containing 35S-methionine to assess lipoprotein production and apo B-48 
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biogenesis, respectively (B).. Protein expression of Sar1B GTPase was run 
on SDS-PAGE and immunoblotted (C) while the enzymatic activity of 
monoacylglycerol acyltransferase (MGAT), diacylglycerol acyltransferase 
(DGAT) and microsomal triglyceride transfer protein (MTP) was 
enzymatically measured (D). Data are means ± SEM for 4 animals/group. 
*P<0.05, **P<0.001, ***P<0.0001 vs control and diabetic animals.  
 TG: triglycerides; PL: phospholipids; CE: cholesteryl ester 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
 
Figure 7 
TG 
0 
2000 
4000 
6000 * 
PL 
0 
500 
1000 
1500 
2000 
2500 
* 
CE 
0 
200 
400 
600 
800 
1000 
* 
dp
m
/m
g 
pr
ot
ei
n 
dp
m
/m
g 
pr
ot
ei
n 
dp
m
/m
g 
pr
ot
ei
n 
 CTR 
 T2D 
 T2D + Metformin 
0 
2000 
4000 
6000 
8000 
* 
dp
m
/m
g 
pr
ot
ei
n 
0 
1000 
2000 
3000 
4000 
5000 
* 
dp
m
/m
g 
pr
ot
ei
n 
0.0 
0.5 
1.0 
1.5 
*** 
Sa
r1
B
 G
TP
as
e/
β-
ac
tin
 
0 
10 
20 
30 
*** 
nm
ol
/m
in
/m
g 
pr
ot
ei
n 
0 
2 
4 
6 ** 
nm
ol
/m
in
/m
g 
pr
ot
ei
n 
0 
5 
10 
15 
20 
** 
nm
ol
/m
in
/m
g 
pr
ot
ei
n 
Apo B-48 TG-Rich Lipoproteins 
MGAT DGAT MTP 
A
B
D 
C
β-actin 
Sar1B GTPase 
	  	  
	  
196
SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS 
 
Reagents and antibodies 
Compound C was purchased from CALBIOCHEM® (San Diego, CA). 5’-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleoside (AICAR) and antibodies against phospho-
AMPKα (phospho Thr172), AMPKα, phospho-acetyl CoA carboxylase (ACC) (phospho 
Ser79), phospho-serine/threonine kinase (Akt)/PKB (phospho Ser473), phospho-glycogen 
synthetase kinase (GSK)-3β (phospho Ser9), phospho-p38 MAPK (phospho 
Thr180/Tyr182), p38 MAPK, and ERK1/2, and p-ERK1/2 were purchased from Cell 
Signaling Technology (Beverly, MA). Anti-ACC from Upstate Biotechnology, Inc. (Lake 
Placid, NY). Anti- carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1) was from Santa Cruz Biotech, 
(Santa Cruz, CA) whereas anti- apolipoprotein (apo)-B48 was prepared by the 
investigators. Anti- β-actin antibody (FA-free bovine serum albumin) and all other 
reagents, unless stated otherwise, were from Sigma (St. Louis, MO). 
 
Carnitine palmitoyl transferase (CPT1) and AcetylCoA carboxylases (ACC) activities. 
CPT1 (EC.2.3.1.21) and ACC activities were assessed as well described in detail in our 
previous studies (1,2). 
 
Lipid assessment, lipoprotein analyses and de novo apolipoprotein synthesis. All these 
determinations were carried out as described in details in our previous studies (3,4). 
 
Microsomal TG transfer protein assays.  
Intestinal microsomes were used as the source of microsomal triglyceride transfer 
protein (MTP) activity that was determined by the transfer of radiolabeled triacylglycerol 
from donor small unilamellar vesicles as described previously (4). 
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MGAT and DGAT activities 
The activities of monoacylglycerol acyltransferase (MGAT) and diacylglycerol 
acyltransferase (DGAT) were also determined in microsomes as reported previously (4). 
 
RNA extraction and quantitative Real-Time (RT)-PCR 
Total RNA was extracted from intestinal samples using TRIzol reagent (Invitrogen) 
according to the manufacturer's specifications and reverse transcribed into cDNA using the 
Superscript First Strand Synthesis System (Invitrogen). The cDNA was used as template 
for RT-PCR analysis. Primers against the genes of interest were designed using the 
available mRNA sequence information in NCBI GeneBank. Basic local alignment search 
tool (BLAST, NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) was used for primer 
verification. Since the genes studied were not yet sequenced for the Psammomys obesus, 
we designed primers based on the conserved regions in mRNA of the three well 
characterized species: Homo sapiens, Rattus norvegicus and Mus musculus. The designed 
primers were verified for their specificity by classic RT-PCR using rat intestinal tissue and 
human intestinal cells (Caco-2). 
Quantitative RT-PCRs were performed using Quantitect SYBR Green kit (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) in an ABI Prism® 7000 Sequence Detection System. The 
RT-PCR reactions were carried in a 96-well plates with a final volume of 25 µl per well. 
12.5 µl of SYBR Green Mix (2X) were added to a well containing 25 picomoles of the 
forward and reverse primers and 0.5 µg of cDNA template in a total of 12.5 µl of DEPC 
H2O. Further, negative controls without cDNA were assessed. The reaction of 
amplification was carried out in 40 cycles. To normalize the different cDNA sample 
amounts, we used the housekeeping gene GAPDH as a reference gene. The analyses were 
performed for each gene and for GAPDH in the same plate in triplicate for each sample. 
The relative mRNA fold-changes between the three animal groups were calculated using 
the 2-ΔΔCT method (5). 
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Western blots 
To assess the presence and mass of specific proteins, intestinal tissues were 
homogenized and adequately prepared for Western blotting as described previously (1,2,6). 
The Bradford assay (Bio-Rad) was used to estimate protein concentration. Proteins were 
denatured in sample buffer containing SDS and β-mercaptoethanol, separated on a 4–20% 
gradient SDS-PAGE and electroblotted onto nitrocellulose membranes. Nonspecific 
binding sites of the membranes were blocked with defatted milk proteins followed by the 
addition of primary antibodies directed various proteins. The relative amount of primary 
antibody was detected with species-specific horseradish peroxidase-conjugated secondary 
antibody. Even if identical protein amounts of tissue homogenates were applied, the β-actin 
protein was used to confirm equal loading on SDS-PAGE (results not shown). Blots were 
developed and the protein mass was quantitated using an HP Scanjet scanner equipped with 
a transparency adapter and software (UN-SCAN-IT-GEL 6.1). 
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Supplementary Table I: Impact of Compound C on metformin-mediated 
modifications 
 
*P< 0.01 vs. type 2 diabetes; #P<0.01 vs. metformin  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
% Type 2 diabetes  Metformin Compound C 
Phospho-AMPK ↓ 28.8 ± 3.3 ↓ 5.8 ± 0.7* ↓ 23.9 ± 2.9# 
Triglycerides (TG) ↑ 55.2 ± 4.6 ↑ 5.6 ± 0.7* ↑ 36.2 ± 4.1# 
Cholesterol ester ↑ 25.1 ± 2.9 ↑ 4.3 ± 0.6* ↑ 21.9 ± 6.6# 
Phospholipids ↑ 46.2 ± 5.0 ↑ 7.7 ± 0.5* ↑ 37.7 ± 5.6# 
TG-rich lipoprotein ↑ 49.4 ± 6.3 ↑ 4.7 ± 0.7* ↑ 33.6 ± 6.8# 
Apo B-48 ↑ 64.5 ± 5.9 ↑ 3.8 ± 0.2* ↑ 50.5 ± 4.2# 
MTP ↑ 17.3 ± 3.6 ↑ 2.6 ± 0.6* ↑ 13.7 ± 2.1# 
Sar1B GTPase ↑ 21.2 ± 0.7 ↑ 1.9 ± 0.4* ↑ 15.6 ± 1.5# 
!
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS 
 
Supplementary Figure 1 Distribution of gene and protein expressions of AMPK 
subunits in intestinal Caco-2/15 cells. The conditions for 
growing and differentiating Caco-2/15 cells are reported in 
the Methods sections. AMPK subunits profile was examined 
by RT-PCR (A) and Western blot (B). To determine the 
subunits β and γ that form the AMPK complexes with α1 and 
α2, we proceeded with the immunoprecipitation approach (C). 
Values represent means± SEM for 3 independent experiments 
performed in triplicates. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. 
Supplementary Figure 2  Effect of metformin on phosphorylation of AMPK and 
insulin resistance markers in the jejunum of Psammomys 
obesus animals. Following metformin treatment for 3 weeks, 
treated and non-treated animals were sacrificed and the 
jejunum was removed. Aliquots were incubated with insulin 
(100 nM for 20 min) before being analyzed for insulin 
resistance biomarkers by western blot. AMPK was analyzed 
by the same procedure, but was not incubated with insulin. 
Values represent means ± SEM for 4 animals/group. *P<0.05; 
**P<0.01 vs. Controls; #P<0.05 vs Diabetic animals. 
Supplementary Figure 3  Effects of metformin on the activity of ACC and CPT-1 in 
the jejunum of Psammomys obesus animals. The jejunal 
segment was homogenized and employed for the enzymatic 
determination of ACC (A) and CPT-1 (B). Values represent 
means ± SEM for 4 animals/group. **P<0.01; **P<0.001 vs. 
Controls. 
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Supplementary Figure 4 Effect of metformin on de novo lipid synthesis in the 
intestine of diabetic Psammomys obesus. Jejunal explants 
from the different groups were incubated with [14C]-oleic 
acid substrate for 3h. Lipids (TG, PL, CE) of tissue 
homogenates were then extracted with chloroform/methanol 
(2:1, vol/vol) isolated by TLC and quantitated. Data are 
means ± SEM for 4 animals/group. *P<0.05 vs Control and 
diabetic animals.  
   TG: triglycerides; PL: phospholipids; CE: cholesteryl ester 
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ABSTRACT 
 
Mounting evidence underlines the implication of the small intestine in atherogenic 
dyslipidemia associated with metabolic syndrome and type 2 diabetes, but the precise 
mechanism remains unclear. This study aims to establish whether intestinal insulin 
resistance modifies lipid and lipoprotein homeostasis in the intestine of insulin-resistant 
obese subjects. Markers of insulin sensitivity, oxidative stress and inflammation as well as 
lipid and lipoprotein homeostasis were analyzed in the duodenum of insulin-sensitive and 
insulin-resistant obese subjects. The intestine of insulin-resistant subjects shows defects in 
insulin signaling as demonstrated by reduced Akt phosphorylation but increased p38 
MAPK phosphorylation. These defects were accompanied with increased oxidative stress 
and inflammation markers in the intestine of insulin-resistant subjects. Enhanced de novo 
lipogenesis rate and apo B-48 biogenesis along with increased triglyceride-rich lipoprotein 
production were also observed in the intestine of insulin-resistant subjects. Concomitantly, 
fatty acid-binding protein (FABP) and microsomal transfer protein (MTP) expression were 
increased in the intestine of insulin-resistant subjects. In conclusion, the small intestine may 
be classified as an insulin-sensitive tissue. Its deregulation, possibly triggered by oxidative 
stress and inflammation, may lead to an amplification of lipogenesis and lipoprotein 
synthesis and therefore represent a key mechanism for atherogenic dyslipidemia in patients 
with metabolic syndrome and type 2 diabetes. 
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INTRODUCTION 
Insulin resistance is the central feature of type 2 diabetes, but this complication is 
also commonly associated with atherogenic dyslipidemia characterized by 
hypertriglyceridemia, elevated plasma very low-density lipoproteins (VLDL), reduced 
high-density lipoproteins (HDL) and small dense low-density lipoproteins (LDL) (1). This 
atherogenic dyslipidemia is more and more recognized as a postprandial phenomenon (2;3), 
since postprandial triglyceride-rich lipoproteins and chylomicron (CM) remnants have been 
implicated as significant risk factors for atherosclerosis (4-8). Exaggerated hepatic VLDL 
production as well as impaired plasma triglyceride clearance are believed to play a key role 
in this disorder. However, mounting evidence underlines the active implication of the small 
intestine in these lipid profile alterations. 
It is currently becoming clear that the small intestine is far from being a simple 
absorptive organ as it was previously thought to be. Indeed, recent studies have 
demonstrated that the small intestine regulates lipid metabolism in fed and fasting states 
and is, therefore, central to lipid homeostasis in both normal physiology and 
pathophysiological conditions (9-11). Lipid and cholesterol synthesis as well as lipoprotein 
production occur in this tissue and these metabolic pathways are sensitive to several 
hormones such as insulin (12). Maintaining normal lipid homeostasis seems to require 
accurate cross-talk between intestinal and hepatic metabolism to manage dietary intake. 
Otherwise an imbalance in lipid metabolism may lead to dyslipidemia and increased risk of 
cardiovascular disease.  
Studies conducted primarily on animal models (fructose-fed hamster, Psammomys 
obesus, JCR:LA-cp rat) have pointed out the dominant role of hepatic and intestinal 
triglyceride-rich lipoprotein overproduction in dyslipidemia in both fasting and fed states 
(9-11;13-18). Dyslipidemia in insulin-resistant Psammomys obesus is associated with 
hepatic overproduction of triglyceride-rich VLDL and intestinal overproduction of 
chylomicrons (9;11). Secretion of intestinal chylomicrons seems to be amplified by an 
increased de novo lipogenesis rate, a reduced proteasomal degradation of apolipoprotein 
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(apo) B-48 and an abnormal expression of intestinal fatty acid binding protein (I-FABP) 
(9;11). Insulin-resistant animals were also characterized by dysfunctional intestinal and 
hepatic cholesterol homeostasis (19). Therefore, these studies clearly suggest that, at least 
in animal models, both the intestine and liver are important contributors to the development 
of atherogenic dyslipidemia in insulin-resistant states or diabetes. 
However, only a few studies have confronted this hypothesis in humans, as 
technical issues limit direct investigations of the intestine. The pioneering work using stable 
isotope infusion performed by Duez et al. has elegantly established the association between 
peripheral insulin resistance and increased intestinal apo B-48-containing lipoprotein 
production in humans (20;21). Noqueira el al. have subsequently shown that this enhanced 
intestinal lipoprotein production was resistant to the normal acute suppressive effect of 
insulin in individuals with type 2 diabetes (22).  
In spite of this, the precise cellular and molecular mechanisms underlying this 
deregulated lipoprotein assembly and secretion process in the small intestine are not yet 
fully understood. The opportunity to obtain intestinal specimens from insulin-sensitive and 
insulin-resistant obese subjects allows us to test the hypothesis that the intestine may 
develop insulin resistance and represent a major contributor of diabetic dyslipidemia 
through lipid and lipoprotein metabolism alterations. More specifically, we aimed to 
evaluate intestinal insulin sensitivity, oxidative stress and inflammation markers as well as 
intestinal lipid and lipoprotein metabolisms in obese subjects with systemic insulin 
resistance.  
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Subjects and tissue sampling 
The main study sample included 69 severely obese subjects, without type 2 
diabetes, who were undergoing biliopancreatic diversion at the Laval University Institute of 
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Cardiology and Pulmonology (Quebec City, Canada). Insulin and glucose levels were 
assessed in the plasma of each subject to calculate the homeostatic model assessment of 
insulin resistance (HOMA-IR). Of these subjects, 20 (10 women and 10 men) were 
assigned to two groups matched for age, gender and body mass index (BMI) but with either 
relatively low or relatively high insulin resistance according to the HOMA-IR. None of 
these subjects took anti-diabetic or lipid lowering drugs. Duodenum specimens were 
obtained during surgery at the gastro-duodenal resection level. Samples were immediately 
transferred to the laboratory where functional properties of the intestine were measured 
(e.g. de novo lipogenesis, apo B-48 biogenesis and chylomicron assembly and secretion). 
The remaining tissue was immediately frozen in liquid nitrogen and stored at –80°C for 
subsequent analysis. Severe obesity was defined using the World Health Organization’s 
BMI cut-off of 40 kg/m2. Written informed consent was obtained from all subjects. The 
project was approved by the research ethics boards of the Laval University Institute of 
Cardiology and Pulmonology (Quebec City, Canada) and Sainte-Justine Research Center 
(Montreal, Canada). 
 
Anthropometric, lipid profile and glucose homeostasis 
BMI was measured on the morning of the surgery. Overnight fasting blood samples 
were drawn on the morning of the surgery. Total cholesterol and triglyceride levels were 
measured in plasma by colorimetric assay (Roche Diagnostic, Indianapolis, USA). Plasma 
VLDL were isolated by ultracentrifugation and HDL was subsequently obtained after 
precipitation of LDL in the infranatant with heparin and MnCl2. Cholesterol and 
triglyceride levels were measured in lipoprotein fractions by enzymatic methods with a 
Technicon RA-500 analyzer (Bayer Corp Inc., Etobicoke, Canada) as previously described 
(23). Glucose was measured using the glucose oxidase method and insulin was quantified 
with the ultrasensitive insulin assay on the Access® immunoassay system (Beckman 
Coulter, Brea, USA). The HOMA-IR index was calculated using the following formula: 
fasting insulin (µU/mL) x fasting glucose (mmol/L) ÷ 22.5 (24).  
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Western blot analysis 
Intestinal samples were homogenized with a polytron in the lysis buffer (137 mM 
NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4 [pH 7.4], 1 mM EDTA, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 µg/ml leupeptin, 2 mg/ml pepstatin). Homogenates were 
agitated at 4°C for 1 h in presence of 1% triton and then centrifuged at 13,000 rpm for 10 
min. The Bradford assay (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Canada) was used to 
determine protein concentration. Homogenates were prepared for Western blotting as 
previously described (25). Same protein amounts (30 ug) of tissue homogenates were 
loaded on the SDS-PAGE and β-actin protein was used as an internal control. The 
following antibodies were employed: mouse anti-β-actin obtained from Sigma Aldrich (St. 
Louis, USA); anti-intestinal fatty acid binding protein (I-FABP) and anti-liver fatty acid 
binding protein (L-FABP) antibodies were raised in rabbits after injection of recombinant 
proteins (26); anti-microsomal transfer protein (MTP) was kindly provided by John 
Wetterau and Harris Jamil (Bristol-Myers Squibb Research Institute, USA) (27); SAR-1B 
was kindly provided by Randy Schekman (University of California, USA) (28); anti-
nuclear factor kappa B (NF-kB) p65 subunit (sc-372G) and anti-I-KappaB-alpha (IKB-α) 
(sc-1643) were obtained from Santa-Cruz Biotechnology (Santa-Cruz, USA); anti-phospho-
Akt Ser473 (#9271), anti-phospho-AMPKα Thr172 (#40H9), anti-AMPKα (#2532), anti-
phospho-p38 MAPK Thr180/Tyr182 (#4631), anti-p38 MAPK (#9212), anti-phospho-
Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) Ser79 (#3661) and anti-ACC (#3662) were obtained from 
Cell Signaling Technology (Boston, USA); and anti-Akt (#ab32902) was obtained from 
Abcam (Cambridge, USA). 
 
Lipid peroxidation quantification 
The amount of malondialdehyde (MDA) in tissue homogenates was determined by 
HPLC as described previously (25). Briefly, proteins were precipitated with sodium 
tungstate (Na2WO4) and the supernatant was incubated with thiobarbituric acid (TBA) at 
90°C for 60 min. The TBA2-MDA chromogen was extracted with 1-butanol and dried 
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under nitrogen. The chromogen was then resuspended in KH2PO4/methanol (70:30, pH 
7.0) mobile phase before MDA detection by HPLC coupled to a fluorescent detector. 
Conjugated dienes were extracted from tissue homogenate using heptane/isopropyl alcohol 
(2:1) and measured spectrophotometrically in heptane layer (29). Results were normalized 
for total protein concentration. 
 
Inflammation markers 
The level of intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) was measured using an 
ELISA kit from Abcam (Cambridge, USA). Interleukin-6 (IL-6) was also quantified by 
ELISA purchased from RayBiotech (Norcross, USA). Assays were performed according to 
the manufacturer's protocol. Results were normalized for total protein concentration. 
 
Intestinal organ culture  
Fresh intestinal specimens were cleared of mesentery, split longitudinally, washed 
in culture medium and cut into explants (3 × 7 mm). Explants were randomly transferred 
onto lens paper, with the mucosal side facing up, in organ culture dish (Falcon Plastics, Los 
Angeles, USA). Explants were cultured in serum-free Leibovitz L-15 medium with anti-
proteases and antibiotics according to the technique described previously (11;30). When 
noted in figure captions, fresh intestinal explants were incubated with 0.2 mM iron and 2 
mM ascorbate or with 100 µg/ml pro-inflammatory lipopolysaccharides (LPS). All 
experiments were normalized for total protein concentration. 
 
De novo lipogenesis assay 
Intestinal explants were incubated in presence of 1 µCi of [1-14]C-acetic acid 
(Perkin Elmer, Waltham, USA) for 3 h. After incubation, explants were homogenized in 
PBS containing 1% (vol/vol) Triton X-100. Total lipids were lipid-extracted with 2:1 
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(vol/vol) chloroform-methanol (11). Solvents were dried under nitrogen gas and 
resuspended in chloroform to assess incorporation of [1-14C]-acetic acid into lipid by 
scintillation counting or by separation on a thin-layer chromatography plate (TLC) using a 
hexane/diethyl ester/acetic acid mobile phase (70:30:1 v/v/v).  
 
Apo B-48 and triglyceride-rich lipoprotein synthesis 
After a 30-min stabilization period, intestinal explants were incubated in presence of 
a micellar mixture (6.6 mmol/l sodium taurocholate, 1 mmol/l oleic acid, 0.5 mmol/l 
monoolein, 0.1 mmol/l cholesterol, and 0.6 mmol/l phosphatidylcholine) containing 0.5 µCi 
of [1-14C]-oleic acid (specific activity: 53.9 mCi/mmol) or 300 µCi [35S]methionine 
(specific activity: >1000 Ci/mmol) purchased from Perkin Elmer (Waltham, USA) (31;32). 
Intestinal explants were cultured for 3 h at 37°C in an atmosphere of 5% CO2 and 95% O2. 
Determination of secreted triglyceride-rich lipoproteins was performed by spinning the 
medium at 100,000 g for 2.26 h at a density of 1.006 g/ml with a tabletop Beckman 
ultracentrifuge as described previously (11). Radioactivity in each fraction was measured in 
a Beckman liquid scintillation spectrometer. For determination of apo B-48 synthesis and 
secretion, the medium was incubated with excess anti-apo B polyclonal antibodies and 
protein A/G for 18 h at 4°C. The immunoprecipitates were washed extensively and 
analyzed using a linear 4–20% acrylamide gradient gel as described previously (12). Apo 
B-48 bands on gels were sectioned and counted after an overnight incubation at RT with 1 
ml Soluene (Beckman Coulter, Brea, USA) and 10 ml Ready Sol scintillation liquid 
(Beckman, Coulter, Brea, USA).  
 
Statistical analyses 
Differences in parameters between groups were tested using paired t-test and 
repeated measure analysis of variances. Differences were considered to be statistically 
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significant at p < 0.05. Statistical analyses were performed with JMP software (SAS 
Institute, Cary, USA). 
 
RESULTS 
 
Anthropometric and metabolic characteristics 
We have obtained duodenal specimens from a paired sample of 10 insulin-sensitive 
and 10 insulin-resistant obese subjects matched for age, gender and BMI. Characteristics of 
the subjects recruited are shown in Table 1. This study group includes 5 pairs of women 
and 5 pairs of men and the BMI ranged from 42.6 to 65.2 kg/m2. By design, age and BMI 
were not significantly different between insulin-sensitive and insulin-resistant subjects. The 
systemic insulin resistance status of the latter group was confirmed by increased fasting 
insulin levels and HOMA-IR index as well as higher glycated hemoglobin values compared 
with the insulin-sensitive group. Table 2 shows a detailed lipid profile of the insulin-
sensitive and insulin-resistant subjects. Insulin-resistant subjects present higher triglyceride 
levels but lower HDL cholesterol levels compared with insulin-sensitive subjects. Total and 
LDL cholesterol levels were not significantly different between groups, but LDL particles 
were smaller in insulin-resistant subjects than in insulin-sensitive subjects. No significant 
differences were observed for free cholesterol, cholesterol ester and phospholipids in the 
plasma of insulin-sensitive and insulin-resistant subjects. Finally, insulin-resistant subjects 
displayed a higher total cholesterol to HDL cholesterol ratio than insulin-sensitive subjects, 
which suggests an increased risk of cardiovascular diseases in the former group.  
 
Intestinal metabolic signaling 
We first assessed phosphorylation states of key hormonal signaling markers in the 
intestine of obese subjects. Basal serine 473 phosphorylation of Akt was lower in the 
intestine of insulin-resistant subjects than that of insulin-sensitive subjects, suggesting the 
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presence of defects in the intestinal insulin signaling of patients characterized by systemic 
insulin resistance (Figure 1A). This observation was paralleled with an increased 
Thr180/Tyr182 phosphorylation of the p38 MAPK involved in signal transduction of stress 
and inflammatory cytokines to several metabolic pathways (Figure 1B). These observations 
suggest that systemic insulin resistance is associated with several alterations in intracellular 
signaling of insulin and cytokines involved in key intestinal metabolic processes.  
 
Intestinal markers of oxidative stress  
Presence of oxidative stress in the intestine of insulin-resistant subjects was assessed 
using biomarkers of lipid peroxidation. We observed higher MDA levels, a by-product of 
polyunsaturated fatty acid peroxidation, in the intestine of insulin-resistant subjects than in 
the intestine of insulin-sensitive subjects (Figure 2A). Concentrations of fatty acid 
conjugated dienes, which are generated following polyunsaturated fatty acid oxidation, 
were also significantly higher in the intestine of insulin-resistant subjects (Figure 2B). 
Exposure of the fresh intestine to iron/ascorbate-mediated lipid peroxidation conditions 
further increased fatty acid conjugated dienes in the intestine of subjects in both groups but 
unraveled an abnormal response magnitude in insulin-resistant subjects. Indeed, conjugated 
diene levels were more strongly induced by iron/ascorbate in the intestine of insulin-
resistant subjects than in that of insulin-sensitive subjects (Figure 2B). This increased 
production of lipid peroxidation by-products (i.e., MDA and conjugated dienes) may find 
its origin in reduced intestinal antioxidant protection. In this perspective, we observed 
lower activity of the superoxide dismutase (SOD), a key antioxidant enzyme, in the 
intestine of insulin-resistant subjects compared with the intestine of insulin-sensitive 
subjects (Figure 2C). However, no significant changes were observed in the activity of 
other antioxidant enzymes such as catalase (IS: 0.98 ± 0.19, IR: 0.95 ± 0.24 µmol/min*µg 
protein, n = 10 per group, NS) and glutathione peroxidase (IS: 98.9 ± 2.1, IR: 93.1 ± 2.8 
unit/µg protein, n = 10 per group, NS). A decreased SOD activity may suggest a failure to 
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properly protect the intestine against the negative impact of endogenous oxygen free 
radicals and exogenous pro-oxidant conditions. 
 
Intestinal markers of inflammation 
We also observed the occurrence of a chronic low-grade inflammatory status in the 
intestine of insulin-resistant subjects. Indeed, a higher concentration of intercellular 
adhesion molecule-1 (ICAM-1) was found in the intestine of insulin-resistant subjects than 
in that of insulin-sensitive subjects (Figure 3A). The secretion of IL-6 by the intestine was 
greater in insulin-resistant subjects than in insulin-sensitive subjects (Figure 3B). 
Moreover, pro-inflammatory lipopolysaccharides (LPS) further induced IL-6 secretions and 
this phenomenon was significantly greater in the intestine of insulin-resistant subjects than 
that of insulin-sensitive subjects (Figure 3B). Protein levels of the transcription factor NF-
κB, which initiates a cascade of inflammatory events, and of its inhibitor, IκB, were also 
measured. We observed a slight but non-significant increase in NF-κB protein content, but 
the NF-κB to IκB protein expression ratio, an indicator of NF-κB pathway activation, was 
significantly increased (Figure 2C). These data suggest that the intestine of insulin-resistant 
subjects is more prone than that of insulin-sensitive subjects to develop a chronic low-grade 
inflammation state. 
 
Intestinal de novo lipogenesis, apo B-48 biogenesis and lipoprotein production 
To verify the impact of insulin resistance, oxidative stress and inflammation on 
intestinal lipid metabolism, we measured de novo lipogenesis rate, apo B-48 biogenesis and 
triglyceride-rich lipoprotein production. We found significantly reduced Thr172 
phosphorylation of AMPK, which is indicative of its activation, in insulin-resistant subjects 
(Figure 4A). In addition, Ser79 phosphorylation of ACC, a key downstream effector of 
AMPK regulating lipid synthesis, was also reduced in the intestine of insulin-resistant 
subjects compared with that of insulin-sensitive subjects (Figure 4B). Concomitantly, [1-
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14C]-acetate incorporation into lipids was higher in intestine explants from insulin-resistant 
subjects than those from insulin-sensitive subjects (Figure 4C). These results suggest a 
higher intestinal de novo lipogenesis rate in presence of insulin resistance. Apo B-48 
biogenesis, as verified by [35S]methionine incorporation, was significantly increased in the 
intestine of insulin-resistant subjects compared with that of insulin-sensitive subjects 
(Figure 4D). Using [14C]oleic acid as a substrate, we also revealed the presence of 
significantly higher assembly and secretion of triglyceride-rich lipoproteins by intestinal 
explants from insulin-resistant subjects than from insulin-sensitive subjects (Figure 4E). 
Overall, these observations suggest that insulin resistance stimulates intestinal lipid 
metabolism by enhancing de novo lipogenesis and apo B-48 biogenesis, which may 
collectively contribute to the exaggerated triglyceride-rich lipoprotein synthesis and 
secretion observed in insulin-resistant subjects. 
 
Intestinal markers of lipid metabolism 
To assess the mechanisms involved in this amplified triglyceride-rich lipoprotein 
assembly and secretion, we measured expression levels of proteins involved in intracellular 
lipid transport and metabolism. Intestinal L-FABP and I-FABP protein contents were 
greater in insulin-resistant subjects than in insulin-sensitive subjects (Figure 5A and B). 
Higher expression levels of MTP, a protein involved in the initial lipid transfer to apo B-48 
molecules, were also observed in subjects with insulin resistance (Figure 5C). However, 
SAR-1B expression, which facilitates the intracellular transport of nascent chylomicron 
particles, remains unchanged in these subjects (Figure 5D). Protein expression data suggest 
that the intestine of insulin-resistant subjects has an increased capacity to transport lipids 
and produce triglyceride-rich lipoproteins than does the intestine of insulin-sensitive 
subjects. They strengthen our previous observation that fresh intestinal explants from 
insulin-resistant subjects have a higher capacity to produce triglyceride-rich lipoprotein 
than do explants from insulin-resistant subjects. 
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DISCUSSION 
 
Atherogenic dyslipidemia is frequently associated with insulin resistance and type 2 
diabetes. Elevated plasma triglyceride concentrations, reduced HDL cholesterol levels as 
well as small and dense LDL particles are known as important risk factors of cardiovascular 
complications. Enhanced hepatic VLDL secretion and triglyceride-rich lipoprotein 
clearance have been put forward as mechanisms for dyslipidemia in presence of systemic 
insulin resistance (6;7). Increased assembly and secretion of apo B-100-containing 
lipoproteins were suggested to be a consequence of an elevated fatty acid flux to the liver 
(7;15). Several animal studies have recently shown that systemic insulin resistance may 
alter normal lipid and lipoprotein metabolism in the small intestine (9-11). Consequently, 
the authors suggested that the tissue may significantly contribute to the atherogenic 
dyslipidemia observed in metabolic syndrome and type 2 diabetes. The aim of the present 
study was to determine whether alterations in intestinal metabolism constitute a key 
mechanism that accounts for atherogenic dyslipidemia in subjects with systemic insulin-
resistance. The intestine of obese insulin-resistant subjects was compared with the intestine 
of obese insulin-sensitive subjects. In the intestine of insulin-resistant subjects, we observed 
the occurrence of: (a) local insulin-resistance; (b) increased oxidative-stress and 
inflammation markers such as lipid peroxidation, increased ICAM and IL-6 expression and 
NF-κB pathway activation; (c) alterations in the expression of protein involved in lipid and 
lipoprotein synthesis pathways; and (d) increased intestinal capacity for lipogenesis, apo B-
48 biogenesis and triglyceride-rich lipoprotein assembly and secretion. These results lead 
us to believe that the small intestine could be classified as insulin-sensitive tissue that may 
became resilient to insulin action under adverse metabolic conditions. Indeed, its 
deregulation, possibly triggered by oxidative stress and inflammation, may prompt 
exacerbated lipid and lipoprotein synthesis and therefore contribute to atherogenic 
dyslipidemia observed in subjects with metabolic syndrome and type 2 diabetes. 
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To our knowledge, we are the first to report clear evidence of local metabolic 
alterations in the small intestine of humans with systemic insulin-resistance. Our results are 
generally in agreement with those previously obtained using animal models with genetic 
and environmental-induced obesity in other studies. Alongside the well-established role of 
the liver in the development of atherogenic dyslipidemia, they suggest that intestinal 
triglyceride-rich lipoprotein overproduction plays a key role in this pathology, at least in 
animal models (9-11;13-18). Presence of an intestinal insulin resistance state has previously 
been suggested in fructose-fed hamster (18) and in Psammomys obesus (Levy et al., 
unpublished data and [11]). Reduced insulin signaling was associated with blunted 
enterocyte responsiveness to insulin-induced downregulation of apo B-48-containing 
lipoprotein production. Our study pointed out a similar insulin resistance state in the 
intestine of obese subjects with systemic insulin resistance, as suggested by alteration in 
Akt and p38 MAPK kinase phosphorylation states. These local insulin signalling defects 
may alter the physiological regulation of intestinal triglyceride-rich lipoprotein production 
by insulin in obese insulin-resistant subjects (18). Recent studies suggest that 
overactivation of the phosphatase and tensin homolog (PTEN), a negative regulator of the 
PI3K/Akt pathway, may link development of insulin resistance to apo B synthesis (33). 
Using stable isotope infusion, Nogueira et al. have recently shown that in vivo intestinal 
CM production was resistant to the acute suppressive effect of insulin in insulin-resistant 
subjects (22). We therefore present data supporting the hypothesis that the development of 
a local insulin resistance state is a central feature involved in aberrant fasting and post-
prandial triglyceride-rich lipoprotein concentrations in subjects with systemic insulin 
resistance.  
Increased triglyceride-rich lipoprotein assembly and secretion by the small intestine 
of obese insulin-resistant subjects appear to be a consequence of several adaptations in 
intestinal lipid metabolism. These adaptations include: (a) higher intracellular fatty acid 
transport capacity by I-FABP and L-FABP; (b) increased de novo lipogenesis rates through 
higher ACC activation; (c) enhanced apo B-48 lipidation capacity by MTP; and (d) 
increased apo B-48 biogenesis. Changes in intestinal lipid homeostasis are further 
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supported by enhanced expression of transcription factors (i.e., SHREBP and LXR) noticed 
in the intestine of obese insulin-resistant subjects (data not shown). Taken together with the 
inability of insulin to inhibit triglyceride-rich lipoprotein in subjects with systemic insulin 
resistance (22), these adaptations appear to reveal key mechanisms by which obese subjects 
develop atherogenic dyslipidemia. Present results and conclusions are strongly supported 
by the previous literature of animal model studies, which reveals increased de novo 
lipogenesis rates, increased expression of L-FABP, higher abundance of MTP protein and 
reduced proteasomal degradation of apo B-48 in the small intestine of insulin-resistant 
animals (9;11). We therefore present mechanisms that may fill the gap between human in 
vivo observations of Duez et al. and the detailed characterization of intestinal metabolism 
performed in animal models of insulin resistance (20-22).  
In this paper we point out a possible mechanism by which the small intestine could 
contribute to the development atherogenic dyslipidemia in presence of metabolic syndrome 
and type 2 diabetes in humans. However, this demonstration should not exclude the 
involvement of hepatic lipid metabolism in this pathology. As intestine and liver 
metabolisms are tightly interconnected, particularly in the postprandial state, these tissues 
are believed to play an integrated role in atherogenic dyslipidemia. Indeed, increased 
intestinal lipid output is known to induce an abnormal hepatic lipid and apo B-100 
response. This phenotype can further be exaggerated by insulin resistance, inflammation 
and oxidative stress (7;15;34;35). Moreover, the insulin-resistant liver harbors reduced 
clearance activity for apo B-containing lipoprotein (36), a phenomenon known to promote 
atherogenic dyslipidemia. Nonetheless, we believe that our results support the significant 
role of human small intestine metabolic alterations in the determination of postprandial 
lipid profile. 
The intestine of insulin-resistant subjects seems to be exposed to higher 
concentrations of reactive oxygen species (ROS) than is the intestine of insulin-sensitive 
subjects. Indeed, we observed reduced SOD antioxidant activity and increased levels of 
lipid peroxidation by-products in the intestine of insulin-resistant subjects. We may also 
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insinuate that ROS production is increased in the intestine of the latter subjects in response 
to nutrient excess, inflammation and altered cellular energy metabolism. This oxidative 
stress is known to induce cellular damage and trigger chronic inflammatory response (37). 
Other factors such as dyslipidemia and elevated circulating pro-inflammatory cytokines in 
obese subjects may promote a chronic low grade inflammatory state in the intestine (38;39). 
Accordingly, several markers of inflammation, such as p38 MAPK phosphorylation, NF-
κB pathway activation, ICAM-1 protein content and IL-6 secretion were elevated in the 
intestine of insulin-resistant subjects. Oxidative stress and inflammation were previously 
shown to promote insulin resistance in several metabolic tissues and may therefore induce 
insulin signaling defects in the small intestine of these subjects (40;41). We may also 
suggest that oxidative stress and inflammation directly alter lipid and lipoprotein 
homeostasis in the enterocyte through the alteration of mitochondrial function and 
lipoprotein assembly and secretion (25;39). Indeed, TNFα was shown to increase intestinal 
MTP and SREBP protein expression as well as enhance postprandial apo B-48-containing 
lipoprotein secretion by the intestine (39).  
Given the technical issues involved, only a few studies have challenged the role of 
the intestine in human diabetic dyslipidemia. Therefore, the results of this study are 
strengthened by the use of intestinal specimens obtained from well-characterized insulin-
sensitive and insulin-resistant subjects. It is noteworthy that these subjects were paired for 
age, gender and BMI, so that these anthropometric variables could not confound the 
interpretation of the results. However, we acknowledge that the study design does have 
certain limitations. This study is based on data obtained from cross-sectional study cohorts. 
It is, therefore, risky to definitively conclude a cause-and-effect relationship for the 
presence of intestinal insulin resistance, oxidative stress, chronic low-grade inflammation 
and the development of metabolic alterations leading to intestinal overproduction of 
triglyceride-rich lipoprotein by the intestine of insulin-resistant subjects. The difficulty in 
obtaining intestinal tissue from these subjects limits our ability to perform a longitudinal 
study and definitively delineate intestinal metabolic dysregulation chronology. 
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In conclusion, we demonstrated that the human small intestine should be considered 
insulin-sensitive tissue that can be deregulated by the occurrence of local oxidative stress 
and inflammation. These alterations were associated with a pronounced amplification of 
lipid metabolism and apo B-48 biogenesis as well as triglyceride-rich lipoprotein assembly 
and secretion. We therefore believe that these observations point out potential mechanisms 
that link small intestine metabolism to the development of atherogenic dyslipidemia 
commonly observed in subjects with metabolic syndrome and type 2 diabetes. Further 
studies are needed to better define the role of the small intestine in atherogenic 
dyslipidemia as they may help identify novel therapeutic strategies to reduce cardiovascular 
disease risk in insulin-resistant and diabetic patients. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1  Western blot analysis of protein phosphorylation states in the small 
intestine of insulin-sensitive and insulin-resistant obese subjects. Tissue 
lysates were analyzed by immunoblotting for the phosphorylation of (A) Akt 
at Ser473 and (B) p38 MAPK at Thr180/Tyr182. Densitometric analyses of 
phosphorylation were normalized for protein expression levels of Akt and 
p38 MAPK, respectively. Data are means ± SEM. (*p < 0.05). n = 10 per 
group.  
Figure 2  Evaluation of oxidative stress markers in the small intestine of insulin-
sensitive and insulin-resistant obese subjects. Lipid peroxidation in tissue 
lysate was estimated using (A) malondialdehyde (MDA) quantified as 
(MDA)2-TBA complex by HPLC and (B) conjugated dienes measured by 
spectrophotometry. The amount of MDA and conjugated dienes in the tissue 
were normalized for total protein concentration. Fresh intestinal explants 
were incubated in absence or presence of 0,2 mM iron and 2mM ascorbate 
for 6h before conjugated dienes quantification. C) Antioxidant activity of 
superoxide dismutase (SOD) was measured in tissue lysate. Activity was 
normalized for the total protein concentration. Data are means ± SEM. (*p < 
0.05 compared to insulin-sensitive subjects; #p < 0.05 between control and 
iron/ascorbate treatment of the same group). n = 10 per group. 
Figure 3  Evaluation of inflammation markers in the small intestine of insulin-
sensitive and insulin-resistant obese subjects. (A) Intercellular adhesion 
molecule 1 (ICAM-1) in tissue lysates was quantified using ELISA. Values 
are expressed as pg/mg of protein. (B) Interleukine-6 (IL-6) in tissue lysates 
was quantified by ELISA. Fresh intestinal explants were incubated in 
absence or presence 100 µg/ml LPS for 6h. Values are expressed as pg/mg of 
protein. (C) Tissue lysates were analyzed by immunoblotting for the protein 
expression of NF-κB and IκB.  Densitometric analysis of NFκB to IκB ratio 
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are shown in the figure. Data are means ± SEM. (*p < 0.05 compared with 
insulin-sensitive subjects; #p < 0.05 between control and LPS treatment of 
the same group). n = 10 per group. 
Figure 4  Intestinal lipid synthesis and lipoprotein biogenesis in the small intestine 
of insulin-sensitive and insulin-resistant obese subjects. Tissue lysates 
were analyzed by immunoblotting for the phosphorylation of (A) AMPKα at 
Thr172 and (B) ACC at Ser79. Densitometric analyses of protein expression 
were normalized for the protein expression of AMPKα and ACC, 
respectively (n = 10 per group). (C) Intestinal de novo lipogenesis rates 
measured by incorporation of [1-14C]-acetic acid for 3 h. Data are expressed 
as nmols of acetic acid incorporated by mg protein (Insulin-sensitive: n = 7 
and insulin-resistant: n = 9). (D) Apo B-48 synthesis by intestinal explants 
evaluated by incorporation of [35S]-methionine in immuno-purified apo B-
48 resolved on SDS-PAGE acrylamide gel. Data are expressed as DPM of 
[35S]-methionine incorporated by mg protein (insulin-sensitive: n = 7 and 
insulin-resistant: n = 9). (E) Triglyceride-rich lipoprotein production by 
intestinal explants evaluated by incorporation of [1-14C]-oleic acids in 
triglyceride-rich lipoprotein isolated by ultracentrifugation. Data are 
expressed as DPM of [1-14C]-oleic acids incorporated by mg protein 
(insulin-sensitive: n = 7 and insulin-resistant: n = 9). Data are means ± SEM. 
(*p < 0.05). 
Figure 5  Western blot analysis of protein expression in the small intestine of 
insulin-sensitive and insulin-resistant obese subjects. Tissue lysates were 
analyzed by immunoblotting for the expression of (A) intestinal- (I-FABP) 
and (B) liver-fatty acid binding protein (L-FABP), (C) microsomal transfer 
protein (MTP) and (D) GTPase SAR-1B. Densitometric analyses of protein 
expression were normalized for protein expression levels of β-actin. Data are 
means ± SEM. (*p < 0.05). n = 10 per group.  
	  	  
	  
230	  
Table 1: Anthropometric and glucose homeostasis of insulin-sensitive and insulin-
resistant obese subjects matched for age, gender and BMI. 
Variables Insulin-sensitive obeses (n=10) 
Insulin-resistant 
obeses (n=10) 
P values 
Anthropometrics     
   Gender 5F/5M 5F/5M ― 
   Age (years) 45.0 ± 10.0 40.3 ± 10.1 NS 
   Weight (kg) 138,3 ± 21,4 150 ± 31.3 NS 
   Height (cm) 161.8 ± 9.7 165.9 ± 8.5 NS 
   BMI (kg/m2) 54.0 ± 7.3 53.7 ± 7.6 NS 
    
Glucose homeostasis    
   Glycemia (mmol/L) 5.5 ± 0.5 5.9 ± 0.6 NS 
   Insulinemia (µUI/mL) 7.6 ± 3.1 52.3 ± 29.6 0.0001 
   HOMA-IR 1.9 ± 0.8 13.9 ± 8.7 0.002 
   Glycated hemoglobin (%) 5.7 ± 0.2 6.0 ± 0.3 0.02 
Results are expressed as mean ± SD and paired t-test p values are indicated. NS: Not significant. 
	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Table 2: Lipid profile of insulin-sensitive and insulin-resistant obese subjects 
matched for age, gender and BMI. 
Variables (mmol/L) Insulin-sensitive obeses (n=10) 
Insulin-resistant 
obeses (n=10) 
P values 
   Triglycerides 1.14 ± 0.48 1.90 ± 0.48 0.0001 
   Phospholipids 0.94 ± 0.17 1.00 ± 0.18  NS 
   Total cholesterol 4.18 ± 0.82 4.10 ± 1.21 NS 
   Free total cholesterol 1.30 ± 0.24 1.29 ± 0.40 NS 
   Total cholesterol ester 2.88 ± 0.71 2.81 ± 0.90 NS 
   HDL cholesterol 1.33 ± 0.27 1.05 ± 0.22 0.004 
   LDL cholesterol 2.41 ± 0.73 2.82 ± 1.04 NS 
   Cholesterol/ HDL cholesterol 3.45 ± 0.77 4.65 ± 0.94 0.01 
Results are expressed as mean ± SD and t-test p values are indicated. NS: Not significant. 
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Figure 5 	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  Discussion	  
 
L’obésité est un problème de santé majeur qui inquiète de nombreux spécialistes de 
la santé compte tenu des multiples complications métaboliques associées. Dans le cadre de 
ce doctorat, la résistance à l’insuline et le DT2, deux conséquences majeures de l’obésité 
ont été particulièrement approfondies. Grâce à nos modèles expérimentaux (lignée 
cellulaire Caco-2/15, Psammomys obesus, biopsies intestinales humaines), nous avons pu 
avancer significativement les connaissances sur la régulation de l’intestin grêle par les 
nutriments (glucose), les peptides gastro-intestinaux (PYY), l’implication intrinsèque de 
senseur métabolique (AMPK), et les conditions cardiométaboliques (résistance à l’insuline 
et DT2). Nous pensons que nos données apportent un éclairage supplémentaire sur la nature 
de la résistance à l’insuline que revêt l’intestin et sur son rôle potentiel dans les 
dyslipidémies postprandiales diabétiques. 
 
L’intestin est considéré comme un organe hautement spécialisé et complexe, 
indispensable à une multitude de fonctions. Parmi celles-ci, le transport et le métabolisme 
des lipides sont des plus essentiels. Les entérocytes, les cellules les plus répandues dans les 
villosités, assurent, entre autres, le trafic intracellulaire des matières grasses alimentaires et 
des vitamines liposolubles en formant et en exportant les lipoprotéines, notamment les 
chylomicrons. Rappelons que la présence de défauts de protéines clés au centre de ces 
processus (apo B-48, MTP, Sar1GTPase) conduisent à des malabsorptions sévères et à des 
déficiences d’acides gras essentiels et de vitamines liposolubles avec des répercussions 
graves sur l’organisme. Pour nos études, la lignée cellulaire intestinale Caco-2/15 a été 
utilisée afin de répondre à nos nombreuses questions de recherche. Ces cellules sont 
dérivées d’un adénocarcinome colorectal humain et représentent un excellent modèle 
intestinal pour les études d’absorption puisqu’elles ont la particularité de former des 
jonctions serrées, de se différencier et d’acquérir les propriétés physiologiques de l’intestin 
grêle. Une caractéristique importante de la mise en culture des Caco-2/15 est la possibilité 
de les faire pousser sur des filtres de polycarbonate, permettant la séparation des 
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compartiments apical et basolatéral, et favorisant l’incubation de substrats spécifiques en 
fonction de chacun de ces pôles. En exploitant cette stratégie expérimentale, nous avons pu 
résoudre un dilemme scientifique de taille : la captation du cholestérol à travers la bordure 
en brosse, est-elle modulée différemment par le glucose d’origine alimentaire ou en 
provenance de la circulation systémique? Nos observations ont démontré que seule la 
présence de hautes concentrations de glucose dans le compartiment basolatéral favorise une 
plus grande absorption du cholestérol provenant de la lumière intestinale. De plus, cette 
élévation de l’absorption du cholestérol est en lien direct avec une expression protéique 
plus substantielle de NPC1L1, le transporteur de cholestérol le plus efficient puisque 
l’invalidation génétique du NPC1L1 intestinal réduit l’absorption du cholestérol à un 
niveau comparable à celui des souris traitées avec l’ezetimibe, le plus puissant inhibiteur du 
NPC1L1[263]. De plus, nos résultats sont en accord avec ceux retrouvés dans le diabète 
chez l’humain et l’animal étant donné qu’une absorption plus élevée de cholestérol se 
trouve reliée à des taux accrus d’’ARNm de NPC1L1 dans les tissus intestinaux[389, 401]. 
 
Bien que les mécanismes exacts impliqués dans la régulation du NPC1L1 ne soient 
pas complètement élucidés, il est possible de proposer que certains récepteurs nucléaires 
soient impliqués. Tout d’abord, le SREBP-2 aurait la capacité d’augmenter l’activité du 
promoteur du NPC1L1 dans les Caco-2/15[402]. Par ailleurs, le NPC1L1 pourrait 
également être régulé indirectement par ChREBP via les LXR[403]. Lors de nos travaux, 
une stimulation de LXRβ, de SREBP-2 et de ChREBP par les hautes concentrations en 
glucose a été observée. En résumé, nos données indiquent que la présence de hautes 
concentrations de glucose du côté basolatéral des cellules intestinales (représentant la 
circulation sanguine) a un impact significatif sur l’absorption intestinale du cholestérol 
grâce à une élévation de l’expression protéique du transporteur NPC1L1. Bien que des 
études supplémentaires soient encore nécessaires pour compléter le tableau régulatoire et 
mettre à jour l’ensemble des voies mécanistiques sous-jacentes, nos travaux ouvrent le 
chemin pour une meilleure compréhension des liens possible entre la contribution de 
l’intestin et les dyslipidémies retrouvées dans le DT2. 
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Tel que mentionné dans l’Introduction, une multitude de peptides régulateurs 
(pouvant être ainsi assimilés à des hormones) sont synthétisés par le tractus gastro-intestinal 
et agissent soit localement soit par voie sanguine. Les peptides peuvent exhiber plusieurs 
fonctions comme facteurs de croissance, neurotransmetteurs ou hormones. Cependant, 
même si on confère à l’intestin le statut de plus gros organe endocrinien de l’organisme, 
l’importance des peptides gastro-intestinaux dans la physiologie générale commence juste à 
apparaitre et on ignore encore leur impact sur la physiologie de l’organisme. C’est pour 
cette raison que nous avons choisi d’examiner le PYY comme « prototype » afin 
d’examiner son potentiel à réguler dans l’intestin même l’une des fonctions dominantes : le 
transport des graisses. Ce peptide a été d’abord reconnu pour son implication dans le 
contrôle de l’appétit et quelques indices pointent son association avec le métabolisme 
lipidique intestinal. En effet, il serait capable d’activer la synthèse et la sécrétion de 
l’apolipoprotéine A-IV, ainsi que l’expression du I-FABP, une protéine de transport 
intracellulaire des acides gras[109]. Pour la première fois, ce projet doctoral a abordé la 
modulation du métabolisme du cholestérol et des lipoprotéines intestinales par le PYY. 
 
Au préalable, il était important d’explorer la localisation du récepteur PYY car les 
cellules L de l'épithélium intestinal peuvent sécréter le PYY (1-36) du côté de la lumière 
intestinale, ce qui lui permettrait d’accéder aux entérocytes par la membrane apicale, tout 
comme du côté de la circulation sanguine, ce qui rend possible l’intégration de PYY à 
partir de la membrane basolatérale[404, 405]. En effet, suite à nos expériences, nous avons 
pu déceler les récepteurs du PYY à la fois sur les membranes apicales et basolatérales des 
cellules Caco-2/15. Toutefois, l’expression protéique du transporteur est plus élevée dans 
la membrane basolatérale. Nous avons alors procédé à l’examen de la modulation des apos 
par le PYY. Il est à noter que, dans le cadre de ce projet, le PYY humain (1-36) a été 
préféré au PYY (3-36), puisque des rapports précédents ont démontré la stimulation de 
l'apolipoprotéine A-IV par le peptide PYY entier (1-36)[406]. De plus, le PYY (1-36) a 
une plus forte affinité pour le récepteur Y1, d’ailleurs détecté dans notre modèle cellulaire, 
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alors que le PYY (3-36) a davantage d’affinité pour les récepteurs Y2 et Y5 dont l’ARNm 
ne peut être relevé dans notre modèle cellulaire[406]. Il est aussi à préciser que le PYY a 
été utilisé lors de nos études à diverses concentrations variant entre 50-200 nM car de 
nombreux groupes de chercheurs ont signalé des concentrations plasmatiques de PYY dans 
la gamme de pM à nM[407] qui peuvent être considérablement augmentées lors d’exercice 
physique ou en période postprandiale[408, 409].  
 
Tel que mentionné précédemment, le transporteur NPC1L1 a été identifié à la 
surface de la membrane apicale en tant que protéine essentielle à l'absorption du cholestérol 
exogène[263]. Il transporte le cholestérol de la lumière intestinale vers le milieu 
intracellulaire des entérocytes où l'ACAT-2 convertit ensuite le cholestérol libre en 
cholestérol ester pour son incorporation dans les chylomicrons. Le SR-BI et le CD36 sont 
également situés sur la membrane de la bordure en brosse et peuvent contribuer à 
l'absorption de cholestérol.  
 
Nos expériences avec le peptide YY ont montré une inhibition de l'absorption du 
cholestérol par l'ajout de PYY au milieu apical, ce qui a été confirmé par une expression 
protéique plus faible de NPC1L1, sans altération pour les protéines SR-BI et CD36. Afin 
d’approfondir les mécanismes sous-jacents, l’expression génique de certains facteurs de 
transcription impliqués dans l’homéostasie du cholestérol a été étudiée. Nous avons inclus 
dans notre évaluation les PPARs (α, β, γ) qui sont connus pour former un hétérodimère 
avec les facteurs de transcription RXR et ainsi contrôler une série de gènes reliés au 
métabolisme lipidique et au métabolisme énergétique. De plus, des études antérieures ont 
décrit que l'activation spécifique de PPARα et PPARβ diminue l'absorption du cholestérol 
par l'intermédiaire d'un effet inhibiteur sur l’expression de NPC1L1 dans l'intestin grêle 
proximal[410, 411]. Par contre, aucune différence significative n'a été notée dans notre 
étude. Les facteurs de transcription LXR ont également été scrutés puisque les LXRs sont 
aptes à réduire l’absorption du cholestérol en abaissant le NPC1L1[412]. Une fois de plus, 
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nos expériences n’ont illustré aucun changement dans les expressions géniques de LXRα 
ou LXRβ, sauf une diminution de l’expression génique de RXRα. Il semble donc que ces 
facteurs ne soient possiblement pas directement impliqués dans l’inhibition de NPC1L1. 
Par conséquent, d’autres voies mécanistiques devront être explorées. Par exemple, les 
études à venir devraient également prendre en compte la formation des microdomaines 
enrichis en cholestérol[413]. 
 
Finalement, l'ajout de PYY dans le milieu basolatéral a entrainé une diminution 
significative de la biogenèse de l'apo B-48, une protéine essentielle à l'assemblage des 
lipoprotéines riches en TG. Une diminution légère mais significative de la production des 
chylomicrons a également été observée. Nous proposons que le PYY puisse intervenir au 
niveau de la dégradation protéasomique pour ralentir la synthèse de l’apo B et l’assemblage 
des chylomicrons, car l’une des premières étapes dans le processus de la formation des 
chylomicrons est la lipidation de l'apo B au niveau du réticulum endoplasmique. 
Effectivement, l'ajout de lipides à l’apolipoprotéine B-48 contribue à sa stabilisation et 
empêche sa dégradation protéolytique par la voie du protéasome[414, 415].  
 
 Notre étude apporte des résultats intéressants en ce qui concerne l'influence de PYY 
sur le métabolisme du cholestérol intestinal. Des travaux antérieurs ont documenté que la 
liaison de PYY à ses récepteurs conduit à l'inhibition de la sécrétion des électrolytes[416, 
417] via la réduction de la production de l'AMPc[417] suggérant que le PYY soit 
susceptible d'exercer son effet par une inhibition de l'adénylate cyclase. Jusqu’à 
aujourd’hui, nous n'avons aucune preuve quant au rôle de l'AMPc dans les effets du PYY 
sur la régulation du métabolisme intestinal du cholestérol. Cependant, les données actuelles 
soulignent que l’ajout du PYY au compartiment apical peut diminuer l'absorption du 
cholestérol essentiellement via la régulation négative de NPC1L1, tandis que le PYY 
appliqué du côté basolatéral peut réduire la production des chylomicrons suite à une 
diminution de la biosynthèse de l'apo B-48. Nos données indiquent pour la toute première 
fois que le PYY peut agir au niveau de l'intestin afin de participer à la régulation de 
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l'absorption du cholestérol, et ainsi, possiblement influencer les risques de maladies 
cardiovasculaires. 
 
À ce sujet, très peu de données provenant d’études cliniques sont disponibles quant 
au rôle de PYY dans le métabolisme du cholestérol. Il existe toutefois quelques liens 
indirects. À titre d'exemple, Hanush-Enserer et al. ont proposé qu’une sécrétion anormale 
des hormones intestinales, telles que le PYY, contribue à l’augmentation des facteurs de 
risques cardiovasculaires. Ils ont, entre autres, observé un lien inverse entre les niveaux 
sanguins de PYY total (1-36 et 3-36) et les concentrations de cholestérol total dans une 
cohorte de patients sévèrement obèses. De plus, ils ont observé un lien inverse entre les 
niveaux plasmatiques de PYY à jeun, la concentration d’insuline et l’indice HOMA, ce qui 
les a amenés à proposer une association entre l’effet du PYY sur la sécrétion d’insuline et la 
présence d’un diabète déclaré[418]. D’autre part, Zwirska-Korczala et al. ont démontré un 
lien entre les niveaux plus bas de ghréline et de PYY total observés chez les patientes avec 
PCOS (syndrome d’ovaires polykystiques) et le phénomène d’adaptation des ilots 
pancréatiques à la résistance à l’insuline (« pancreatic islet adaptation to insulin 
resistance »), ce qui selon eux accélère la dysfonction endothéliale et promeut 
l’accélération de l’athérosclérose. Ils décrivent également une relation inverse entre les taux 
de PYY à jeun et l’HOMA-IR chez ces individus[408]. Actuellement, des études 
supplémentaires s’avèrent essentielles afin d’établir des relations de cause à effet entre les 
facteurs de risques cardiovasculaires et le peptide YY.  
 
Ces études en lien avec de hautes concentrations de glucose ou avec le peptide YY 
mettent toutes les deux en relief un aspect intrigant, soit la présence d’une régulation 
différente de certaines variables en fonction du site d’incubation (compartiment apical 
vs.compartiment basolatéral). Bien que peu nombreuses, des études antérieures ont décrit 
ce phénomène. Par exemple, l'ajout de TGF-β dans le milieu basolatéral entraine la 
phosphorylation de la protéine intracellulaire de signalisation Smad2, alors qu'aucune 
phosphorylation n’a été observée lorsque le TGF-β a été déposé dans la chambre 
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apicale[419]. D’autre part, notre laboratoire a récemment démontré qu'il existe une 
régulation distincte du transporteur SR-BI à partir de divers effecteurs incubés du côté 
apical ou basolatéral. Parmi les divers stimuli étudiés, notons les acides gras oméga-3 et 
oméga-6, les fibrates, le cholestérol, le 7-ketocholestérol, la méthyl β-cyclodextrine, le 
lipopolysaccharide, le TNF-α, l'interféron γ et l'insuline[420].  
 
Nous avons également ciblé nos recherches sur l’AMPK, une protéine fortement 
impliquée dans la régulation du métabolisme énergétique. C’est pour la première fois en 
2001 que les effets bénéfiques AMPK-dépendants de la metformine sur la glycémie et la 
lipémie ont été démontrés[421], produisant alors un élan de recherche sur la signalisation 
de l’AMPK. Sa composition trimérique (αβγ) hétérogène et les rôles tissus-spécifiques de 
cette protéine apportent un certain degré de complexité dans la compréhension des 
mécanismes cellulaires. En effet, en situation d’insulino-résistance ou de DT2, il a été 
démontré que l’AMPK pouvait être inhibée dans le muscle squelettique alors qu’elle était 
activée dans le foie[422, 423]. La structure du complexe hétérotrimérique de l’AMPK étant 
tissu-spécifique[424, 425] et plusieurs complexes hétérotrimériques étant associés à des 
rôles distincts[425], nous devions donc nous consacrer à caractériser l’AMPK dans 
l’intestin. La distribution des expressions géniques et protéiques des 7 isoformes dans les 
cellules Caco-2/15 indiquait une prépondérance pour α1β2γ1 bien supérieure à α2β1γ3, ce 
qui reflète probablement une fonction distincte pour chacun des deux complexes.  
 
Des approches pharmacologiques et physiologiques ont été employées pour étudier 
le rôle et la régulation de l’AMPK dans les cellules Caco-2/15. En utilisant différents 
activateurs, inhibiteurs et effecteurs, nous avons pu illustrer que l’activité de cette protéine 
était finement régulée et capable de moduler subséquemment l’ACC. En revanche, 
contrairement au foie, l’HMG-CoA réductase semblait échapper au contrôle de l’AMPK. 
Pourtant, l’intestin est connu pour être un site important de synthèse du cholestérol et 
certains auteurs lui donne une importance comparable à celle du foie[426, 427]. Il se 
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pourrait donc que la synthèse du cholestérol soit régulée par une autre voie. Par ailleurs, le 
contrôle kinase-phosphatase était beaucoup plus faible dans l’intestin[428]. 
 
En invalidant la sous-unité principale α1 (>80%) de l’AMPK présente dans les 
cellules Caco-2/15, nous avons observé une abolition presque complète de l’activité de 
l’AMPK (>90%). Cette observation confirme la prépondérance de l’isoforme α1 par 
rapport à α2. D’autre part, la déficience de cette sous-unité α1 induisait une nette réduction 
(50%) de la phosphorylation de l’ACC, mais aucun effet sur celle de l’HMG-CoA 
réductase, ce qui valide les résultats découlant de l’approche pharmacologique. 
 
Les résultats obtenus à partir du Psammomys obesus diabétique indiquent une 
augmentation de l’assemblage et de la sécrétion des chylomicrons se traduisant par une 
augmentation de (i) la lipogenèse de novo, (ii) l’activité des enzymes MGAT/DGAT, MTP 
et Sar1b GTPase, (iii) la synthèse d’Apo-B48 et (iv) la sécrétion de TG, CE et PL. Les 
données corroborent l’étude de Zoltowska et al. démontrant une surproduction de 
chylomicrons chez le P.obesus en situation d’insulino-résistance et de DT2[305]. Ces 
désordres lipidiques étaient associés à une augmentation de l’activité de Sar1b GTPase 
appuyant ainsi nos précédents résultats quant au rôle majeur de cette protéine dans le 
transport des chylomicrons[429]. Par ailleurs, le traitement de ces animaux par la 
metformine a permis de renverser les désordres lipidiques observés suggérant que l’AMPK 
pourrait représenter une cible thérapeutique potentielle pour le traitement des dyslipidémies 
post-prandiales associées au DT2. Plus précisément, l’administration de metformine aux 
animaux Psammomys obesus insulino-résistants et diabétiques a induit (a) une réactivation 
de l’AMPK caractérisée par une augmentation de la phosphorylation du résidu Thr172 ; (b) 
une réduction de l’activité de l’ACC ; (c) une augmentation de l’expression génique et 
protéique de CPT1 favorisant la β-oxydation ; (d) une tendance à l’augmentation de la 
sensibilité à l’insuline caractérisée par une augmentation de la phosphorylation de l’Akt et 
de la GSK3β et (e) une inactivation des voies de stress p38-MAPK et ERK1/2 via la 
réduction de leur phosphorylation. Par ailleurs, le traitement de ces animaux diabétiques par 
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la metformine a diminué les évènements intracellulaires qui gouvernent le transport des 
lipides (Sar1b GTPase) et l’assemblage des lipoprotéines dans le petit intestin (MGAT, 
DGAT, MTP, Apo-B48). Pour conclure, ces données suggèrent qu’une importante 
interaction entre les voies de signalisation de l’insuline et de l’AMPK est requise pour une 
synthèse des lipides et une sécrétion normale des lipoprotéines par le petit intestin. 
Toutefois, la metformine n’étant pas un activateur spécifique de l’AMPK, d’autres 
approches seront nécessaires pour confirmer nos résultats. 
 
Si plusieurs études animales soulignent que l'insulino-résistance systémique peut 
modifier le métabolisme des lipides et des lipoprotéines dans l'intestin grêle[305, 316, 317, 
430, 431], les présents travaux montrent pour la première fois une relation cause à effet 
entre l’insulino-résistance, les aberrations intestinales et la dyslipidémie chez les patients 
obèses. Dans notre approche expérimentale, nous avons comparé l’intestin d’obèses 
insulino-résistants à l'intestin des obèses sensibles à l'insuline. Dans l'intestin de sujets 
insulino-résistants, nous avons pu observer a) l'apparition d'une insulino-résistance locale; 
b) l’augmentation des marqueurs du stress oxydatif et d'inflammation tels que la 
peroxydation lipidique, l'augmentation de ICAM et de IL-6, et l'activation de la voie NF-
kB; c) des altérations de l'expression de protéines impliquées dans la voie de synthèse des 
lipides et des lipoprotéines; d) la stimulation de la lipogenèse intestinale accompagnée de 
l’induction de la biogenèse de l'apo B-48 et de l’assemblage des lipoprotéines riches en 
triglycérides. Ces résultats nous portent donc à croire que l'intestin grêle est certainement 
un tissu insulino-sensible pouvant devenir résistant dans des conditions métaboliques 
défavorables.    	  
 
La dérégulation de la sensibilité intestinale peut être déclenchée par le stress 
oxydatif qui est en communication étroite avec le processus inflammatoire. En fait, les 
défauts de signalisation de l’insuline (Akt et p38MAPK) dans l’intestin étaient 
accompagnés à la fois de concentrations plus élevées relatives à la péroxydation des lipides 
(MDA) et de défense antioxydante vulnérable (SOD). Le stress oxydatif est bien connu 
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pour induire des dommages cellulaires et déclencher une réponse inflammatoire chronique 
[432], comme le démontrent les quantités augmentées de NF-kB, ICAM-1 et IL-6. Tous 
deux, le stress oxydatif et l'inflammation, ont été précédemment identifiés pour favoriser la 
résistance à l'insuline dans plusieurs tissus métaboliques en provoquant des défauts de 
signalisation de l’insuline[433, 434]. On peut aussi considérer que le stress oxydatif et 
l'inflammation modifient directement l'homéostasie lipidique dans les entérocytes par une 
altération de la fonction mitochondriale et de l'assemblage/sécrétion des lipoprotéines[435, 
436]. Par exemple, des désordres lipidiques et lipoprotéiniques causés par le TNF-α par le 
biais de l’activation du facteur de transcription SREBP ont été notés[435].	  	  
À notre connaissance, nous sommes les premiers à rapporter des preuves claires 
relatives aux altérations métaboliques dans l'intestin grêle chez des sujets humains avec une 
insulino-résistance systémique. En plus du rôle bien établi du foie dans le développement 
de la dyslipidémie athérogène, nos données suggèrent que la surproduction intestinale de 
lipoprotéines riches en triglycérides joue également un rôle clé dans ce désordre, ce qui 
appuie les observations dérivant des modèles animaux. 	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11 	  	  	  Conclusion	  
 
La résistance à l’insuline et le diabète de type 2 sont deux des conséquences 
majeures de l’obésité dont l’incidence est sans cesse grandissante. La dyslipidémie 
diabétique qui leur est associée est connue pour engendrer une élévation importante des 
risques de maladies cardiovasculaires chez ces patients. 
 
Ce projet de recherche doctoral avait pour objectif de contribuer à une meilleure 
compréhension de l’implication et de la régulation de l’intestin en condition de résistance à 
l’insuline ou de DT2. Brièvement, l’utilisation de cellules intestinales en culture nous a 
permis de démontrer l’impact de la présence de hautes concentrations de glucose en 
circulation sanguine sur l’augmentation de l’absorption du cholestérol provenant de la 
lumière intestinale. Cette élévation de l’entrée de cholestérol dans les cellules intestinales 
pourrait bien se traduire par un effet négatif sur le bilan lipidique sanguin. D’autre part, 
nous avons pour la toute première fois démontré le rôle d’un peptide gastro-intestinal, le 
PYY, sur la régulation du métabolisme intestinal du cholestérol grâce à ses effets sur un des 
transporteurs clés, le NPC1L1. Ces nouvelles données proposent par conséquent d’autres 
voies d’exploration des plus intéressantes concernant les peptides gastro-intestinaux, la 
résistance à l’insuline ou le DT2 ainsi que les dyslipidémies. En plus des peptides gastro-
intestinaux, l’AMPK a aussi été suggérée comme une cible thérapeutique potentielle de la 
dyslipidémie postprandiale. Notre étude a permis de caractériser cette protéine au niveau 
intestinal en plus d’investiguer sa régulation et son rôle dans les désordres lipidiques 
associés à la résistance à l’insuline et au DT2. Finalement, l’utilisation de biopsies 
intestinales humaines provenant de sujets obèses insulino-résistants ou insulino-sensibles a 
permis de noter la présence de multiples dérégulations au niveau intestinal nous poussant à 
croire qu’effectivement, l’intestin puisse développer une résistance à l’insuline et 
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conséquemment entrainer une surproduction des lipoprotéines riches en triglycérides 
contribuant à des risques plus élevés de maladies cardiovasculaires.  
 
En conclusion, l'intestin grêle pourrait bien être classé comme un tissu insulino-
sensible répondant à plusieurs stimuli nutritionnels et hormonaux. Son dérèglement peut 
être déclenché par la présence d’un stress oxydatif et d’une inflammation, ce qui conduit à 
l'amplification de la lipogenèse et de la synthèse des lipoprotéines. Cette situation contribue 
alors à la dyslipidémie athérogène chez les patients atteints du syndrome métabolique et de 
diabète de type 2. Nous espérons ainsi avoir apporté des données essentielles à une 
compréhension plus claire du rôle de l’intestin en condition de résistance à l’insuline ou de 
DT2 ainsi qu’à son impact dans le développement de la dyslipidémie diabétique, offrant de 
cette façon de nouvelles voies d’exploration pour le développement de méthodes 
d’intervention toujours plus efficaces pour les patients. 
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